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RESUMO

Objetivo: investigar o potencial citotéxico, antimicrobiano e cicatrizante de extratos das folhas, galhos e
caule da J. gossypiifolia L. Método: estudo quantitativo, experimental. Os extratos foram obtidos por
maceracao em etanol, concentrados em evaporador rotatorio e secos em dessecador a vacuo. Na analise,
realizaram-se testes de prospeccao fitoquimica; citotoxidade; microdiluicao em caldo e Scratch assay. Entre
os metabolitos detectados, estiveram: taninos, esteroides, flavonoides, flavonas, xantonas. Resultados: o
extrato do caule apresentou viabilidade celular acima de 80%. As folhas foram moderadamente citotoxicas e
os galhos apresentaram auséncia de viabilidade celular. Os extratos inibiram o crescimento de S. aureus, S.
epidermidis e P. aeruginosa em diferentes concentracdes. O Scratch assay evidenciou que a fracdo metanolica
das folhas propiciou a migracao celular em 45% a mais do que o controle. Conclusdo: estudos com esta
espécie vegetal devem ser continuados para isolamento do principio ativo, visando a producdo de um
fitoterapico cicatrizante de feridas. Descritores: Cicatrizacao; Enfermagem; Citoxidade; Plantas Medicinais.

ABSTRACT

Objective: to investigate the cytotoxic, antimicrobial and cicatrizant potential of extracts of leaves, branches
and stem of J. gossypiifolia L. Method: quantitative, experimental study. The extracts were obtained by
maceration in ethanol, concentrated in a rotary evaporator and dried in a vacuum desiccator. In the analysis,
phytochemical prospecting; cytotoxicity; microdilution in broth and Scratch assay tests were performed.
Among the detected metabolites, were: tannins, steroids, flavonoids, flavones, xanthones. Results: the stem
extract presented cell viability above 80%. The leaves were moderately cytotoxic and the branches showed no
cell viability. The extracts inhibited the growth of S. aureus, S. epidermidis and P. aeruginosa at different
concentrations. Scratch assay showed that the methanolic fraction of the leaves allowed the cellular
migration in 45% more than the control. Conclusion: studies with this plant species should be continued for
isolation of the active principle, aiming at the production of a wound healing phytotherapic. Descriptors:
Healing; Nursing; Citotoxicity; Medicinal Plants.

RESUMEN

Objetivo: investigar el potencial citotdxico, antimicrobiano y cicatrizante de los extractos de las hojas, ramas
y el tallo de J. gossypiifolia L. Método: estudio cuantitativo, experimental. Los extractos fueron obtenidos
por maceracion en etanol, concentrados en evaporador rotatorio y seco en desecador al vacuo. En el analisis,
se realizaron pruebas de prospeccion fitoquimica; citotoxicidad; microdilucion en caldo y Scratch asay. Entre
los metabolitos detectados, estuvieron: taninos, esteroides, flavonoides, flavonas, xantonas. Resultados: el
extracto del tallo presentd viabilidad celular por encima del 80%. Las hojas fueron moderadamente
citotoxicas y las ramas presentaron ausencia de viabilidad celular. Los extractos inhibieron el crecimiento de
S. aureus, S. epidermidis y P. aeruginosa en diferentes concentraciones. El Scratch assay evidencio que la
fraccion metanolica de las hojas propicio la migracion celular en un 45% mas que el control. Conclusion:
estudios con esta especie vegetal deben ser continuados para aislamiento del principio activo, visando la
produccion de un fitoterapico cicatrizante de heridas. Descriptores: La Curacion; Enfermeria; Citotoxicidad;
Plantas Medicinales.
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INTRODUCAO

Ao longo dos tempos, as plantas medicinais
tém sido utilizadas para o tratamento de
inUmeras doencas e também na cura das
feridas. Esse conhecimento tem passado de
geracao a geracao, por meio do conhecimento
empirico e, atualmente, tem aumentado o
numero de publicacbes com o intuito de
comprovar cientificamente essa utilizacao,
pois ela representa uma importante fonte de
metabdlitos que atuam como inibidores de
varias atividades bioldgicas por meio da acdo
de suas moléculas bioativas.’

O uso indiscriminado e inadequado de
antibioticos tem contribuido para o
surgimento de microrganismo resistente as
diversas drogas, contribuindo para o aumento
do nUmero de feridas colonizadas e/ou
infectadas retardando, com isso, 0 processo
cicatricial. Segundo os dados da Organizacao
Mundial de Salde, 25% das mortes no mundo
sao decorrentes de doencas infecciosas.? O
cuidado com as feridas faz parte das
atribuicoes da assisténcia prestada pela
Enfermagem, sendo grande o nUmero de
estudos publicados com esta tematica,
demonstrando o importante papel e a
responsabilidade do  enfermeiro  nesse
processo € na busca de novas maneiras de
cuidar, atento as inovacdes de cuidado nesta
area, para a melhoria da qualidade da
assisténcia.’

Desse modo, o uso de outras terapias, que
nao a convencional, como o uso de
fitoterapicos, extratos ou, ainda, de plantas
medicinais in natura, para a cicatrizacao de
feridas, tem sido incrementado, nos ultimos
anos, com a busca de principios ativos,
isolados de plantas, que apresentem efetivo
papel no processo de cicatrizacao da ferida.*

A espécie escolhida, Jatropha gossypiifolia
L., é conhecida, popularmente, como piao
roxo, batata-de-teu, erva-purgante, jalapao,
mamoninha, raiz-de-teli, pedo-roxo, pinhao-
roxo. Varias partes da planta tém sido usadas,
na medicina popular, para o tratamento de
Ulceras pépticas, diabetes, neoplasias,
diarreias e, ainda, como cicatrizante e
diurético. Destaca-se pelo seu potencial
analgésico e anti-inflamatorio, assim como
também por ser utilizada para o tratamento
eczemas, abcessos, cicatrizacao de feridas,
disenteria, hanseniase, artrite, otite,
alopecia, doencas venéreas, dores de
estdbmago, obstrucoes do trato abdominal,
reumatismo e mordida de animais venenosos™
é  tornando-se pertinente na pratica da
medicina popular baseada nos conhecimentos
especificos desta planta.
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Trata-se de um recorte de uma pesquisa
basica, experimental, que buscou gerar novos
conhecimentos para o avanco da ciéncia. Este
tipo de estudo forma o alicerce para o tracado
da pesquisa clinica, sendo reconhecido como
instrumento fundamental para o]
desenvolvimento de novas terapéuticas.’

Este estudo teve, como objetivo, investigar
o potencial citotoxico, antimicrobiano e
cicatrizante de extratos das folhas, galhos e
caule da J. gossypiifolia L.

METODO

¢ Material vegetal

O material vegetal foi coletado no conjunto
Cidade Universitaria - Maceio-Alagoas, com
coordenadas 9°32'47.3"S 35°47'07.6"W, no més
de janeiro de 2016, e foi identificado no
Instituto do Meio Ambiente (IMA) do Estado de
Alagoas, sendo a exsicata depositada com o
registro MAC 241.
¢ Obtencao do Extrato etandlico

O material vegetal das folhas, galhos e
caule, da espécie vegetal J. gossypiifolia L.,
passou por processo de secagem, em
temperatura ambiente, por cinco dias. Em
seguida, o material foi triturado e o extrado,
extraido por maceracao com etanol a 98%.
Posteriormente, os extratos obtidos foram
rotaevaporados a 40°C, para a concentracao
dos mesmos.

¢ Fracionamento do extrato etanoélico bruto

O fracionamento dos extratos da espécie
em questado foi realizado com uma aliquota de
9,9 gramas de folhas e 9,6 gramas de caule
dos extratos etanolicos, particionados em
coluna filtrante sob vacuo, utilizando, como
fase estacionaria, silica gel e, como fase
movel, hexano, cloroformio (CHCL;), acetato
de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), seguindo
essa ordem de polaridade.®

As solucdes obtidas foram concentradas em
evaporador rotativo, resultando em quatro
fases: hexanica, cloroformica, acetato de
etila e metanolica. Em seguida, os materiais
Umidos foram colocados em frascos adequados
e secos em temperatura ambiente.
¢ Analise Fitoquimica

A prospeccao fitoquimica da espécie J.
gossypiifolia L. foi realizada de acordo com
uma metodologia ja utilizada.® Os testes
qualitativos e semiquantitativos realizados
abrangeram ensaios para fendis e taninos
(reacdao com cloreto férrico), antocianinas,
antocianidinas, flavanoides,
leucoantocianidinas, catequina, flavanonas
(teste de variacao de pH, com hidréxido de
sodio e acido cloridrico), flavondis,
flavanonois, xantonas (teste de efervescéncia
com magnésio granulado e acido cloridrico),
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esteroides e triterpenos (teste de Liebermann-
Burchard), saponinas (teste de espuma e teste
de precipitacao), alcaloides (identificacao
com Dragendorff), antraquinonas, antronas e
cumarinas (teste com luz UV).

¢ Avaliacdo da viabilidade celular pela
técnica do MTT

A citotoxicidade foi avaliada por meio do
método colorimétrico pelo sal de metil-
tetrazolium (MTT), no qual foram utilizados
macrofagos da linhagem J774. Para as fracoes
oriundas dos extratos etanodlicos das folhas e
caules da espécie vegetal em estudo, foram
utilizados fibroblastos da linhagem 3T3.%1°

Os extratos etanodlico das folhas, caule e
galhos da J. gossypiifolia, previamente
dissolvidos em Etanol, foram diluidos em série
no meio RPMI para a obtencao das
concentracoes finais e adicionados em placa
de 96 pocos (100 pL/poco). As células (1.5 x
10° células/poco) foram cultivadas em placa
de 96 pocos, com meio de cultura (RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino,
1% de glutamina e 40 ug/mL de gentamicina).
Portanto, as células foram tratadas com
extratos nas concentracbes que variam de
62,5; 125 ou 250 pg/mL em meio de cultura.
Em seguida, foram incubadas, por 24 horas,
em estufa a 5% de CO; a 37°C e,
posteriormente, foram adicionados 25 pL da
solucao de MTT, incubando as placas por mais
trés horas. Apds esse tempo, realizou-se a
leitura da absorbancia em espectrofotometro
a 595 nm."

4 Microrganismos utilizados

Para a avaliacao da atividade
antimicrobiana, foram utilizadas linhagens
bacterianas Gram-positivas Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus
epidermidis (ATCC 31488); Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Escherichia coli (ATCC 25922).
¢ Microdiluicio em caldo para a
determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM)

A CIM foi realizada de acordo com o
protocolo baseado no Clinical Laboratory
Standards Institute, na qual o Caldo Mueller-
Hinton (CMH) foi distribuido nas placas de 96
pocos, sendo colocado 100 pL/poco.”? A
solubilizacao das amostras ocorreu pela
associacao de 2000 pg da amostra em questao,
adicionados a 20pL de solucao de
DMSO, sendo diluidos em 980 pyL de solucao
salina estéril, obtendo-se uma concentracao
estoque de 2000 pg/mL.

Nas colunas de um a nove da linha A, foram
adicionados 100 pL das amostras solubilizadas,
e as colunas dez, 11 e 12 foram destinadas
para o Controle de Crescimento, Controle
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Negativo e Controle de Esterilidade da placa,
respectivamente.

Apos esse processo, 100 puL do conteldo de
cada orificio da linha A foram transferidos
para a linha B e, apds homogeneizacao,
repetiu-se esse processo até a linha H, na qual
foi desprezado o excesso. Os inoculos
microbianos foram preparados baseado em um
protocolo ja utilizado, com a escala de 0,5 de
McFarland (102 UFC/mL)."” As bactérias
foram diluidas em trés mL de solucao salina
estérii e um mL desta foirediluido na
proporcao de 1:10 de solucdo salina estéril,
sendo, entdo, cincopL (10 UFC/mL)
depositados nos pocos das colunas de um a 11.
Em seguida, as placas foram incubadas em
uma estufa bacteriolégica a 35°C, de 16 a 20
horas. Apos este periodo, foram adicionados
20 pL de Cloreto Trifenil Tetrazolium (TTC)
em cada poco e as placas foram reincubadas
por mais trés horas.

Em seguida, os pocos que apresentaram
mudanca de incolor para vermelho indicaram
a presenca de microrganismo vivo. No
entanto, a auséncia de coloracao significa
resultado positivo para a inibicao das amostras
sobre as bactérias avaliadas.
¢ Potencial cicatrizante in vitro utilizando
Scratch assay

A proliferacao de fibroblastos foi estudada
in vitro utilizando um ensaio com fibroblastos
da linhagem 3T3 de tecido de embridao de
camundongo.” Inicialmente,  fibroblastos
foram cultivados em meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SBF) e incubados em estufa a 5% de CO;, a
37°C, por 24 horas. Realizaram-se as
subculturas utilizando-se a solucao de
tripsina-EDTA para desprender as células
aderidas.

Apds o crescimento e serem tripsinizados,
os fibroblastos foram semeados em placas de
12 pocos e mantidos em estufa a 5% de CO,, a
37°C. Em seguida, retirou-se o meio de
cultura e foi realizado o ensaio de Scratch, no
qual foi realizada uma linha reta na regiao
mediana da placa com a ponta da pipeta de
200 pL, causando uma ruptura entre as células
e fazendo uma lesao mecanica. Para a
remocao dos debridis resultantes da lesao, os
pocos foram lavados com solucao salina
tamponada com fosfato (PBS).

Em seguida, as placas receberam os
extratos de J. gossypiifolia, na concentracao
de 125 pg/mL. Estabelecida esta
concentracao, apos os resultados do MTT, com
as fracoes das folhas e caules da referida
planta, cujos valores na concentracao 125
pg/mL evidenciaram viabilidade celular acima
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de 90%, utilizando os tempos de migracao em
horas, que foram de zero, 12 e 24 horas."

As imagens foram captadas com camera
digital acoplada ao microscopio invertido de
fase, utilizando software NIS Elements F 3.2,
e foram obtidas do mesmo campo de visao da
ferida, criando pontos de referéncia na parte
externa da placa e na platina do microscopio
com marcadores de ponta fina. Assim, a
migracao dos fibroblastos foi avaliada por
meio dessas fotografias, nas qual se mensurou
a area lesional nos tempos zero, 12, 24 horas.
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RESULTADOS

¢ Prospeccao fitoquimica

Na prospeccao fitoquimica dos extratos
brutos das folhas, caules e galhos da espécie
vegetal J. gossypiifolia, foi evidenciada a
presenca dos compostos secundarios taninos,
esteroides, flavonoides, nas trés amostras
testadas, e nos extratos das folhas foram
encontrados, ainda, os constituintes flavonas
e Xantonas, como evidenciado na Tabela 1.

Tabela 1. Triagem fitoquimica dos extratos e das fracées J. gossypiifolia L. Maceidé (AL), Brasil,

2017.
Extratos/Fracoes Grupo Quimico
Taninos Esteroides Flavonoides Flavonas  Alcaloides Saponinas
EEF + + + = - -
EEC + + + - - -
EEG + + + - - -
F1 + + + - - -
F2 + - + + - -
F3 + + - - - -
F4 + + - - - -
c1 - + + + - -
c2 - - - + - -
c3 + + + + - -
C4 + + + o = =

Legenda: (-) ausente, (+) presente. EEF = extrato etandlico das folhas; EEC= extrato etanodlico do caule;
EEG= extrato etandlico dos galhos; F= folhas; C= caule: 1 = fracdo metandlica; 2 = fracao acetato de

etila; 3 = fracao cloroférmica; 4= fracao hexanica.

Em relacao as fracbes cloroformica e
hexanica do caule, pode-se comprovar a
presenca de taninos, flavonoides e esteroides,
enquanto na fracdo metandlica, a presenca de
flavonoides e esteroides. Na hexanica,
encontraram-se apenas flavonas. Para as
fracoes das folhas, foram encontrados taninos
e esteroides nas quatro amostras das fracoes,
enquanto nas fracdbes metandlica e em
acetato de etila identificaram-se flavonoides,
do mesmo modo como, na fracao em acetato
de etila, as flavonas foram evidenciadas. Em

nenhum dos extratos e fracdes foram
encontrados saponinas e nem alcaloides.

100

90 87

30 77,9

51 52,12

Viabilidade Celular %
0
o

c1

¢ Ensaio de Viabilidade Celular pelo Método
MTT

Este ensaio foi realizado pelo método do
MTT frente a células macrofagos J774, para
avaliar a possivel citotoxidade dos extratos
etandlicos das folhas, caule e galhos da J.
gossypiifolia (Figura 1).

Os extratos do caule, na concentracao de
62,5 pg/mL, apresentaram percentual de
viabilidade celular de 77,09%, enquanto que,
na concentracao de 125 pg/mL e 250 pg/, o
percentual de células viaveis foi maior, com
valores de 87,00% e 82,00%, respectivamente.

82

54,74
{162,5 pg/mL
m[] 125 pg/mL

SR W] 250 pg/mL

G1

Figura 1. Viabilidade celular dos extratos etandlicos de J. gossypiifolia L. Maceio

(AL), Brasil, 2017

Portugués/Inglés
Rev enferm UFPE on line., Recife, 12(2):465-74, fev., 2018

468


https://doi.org/10.5205/1981-8963-v12i2a234689p465-474-2018

ISSN: 1981-8963

Silva PSG da, Lopes RF, Silva JC da et al.

https://doi.org/10.5205/1981-8963-v12i2a234689p465-474-2018

Atividade citotdxica, antimicrobiana e cicatrizante...

Legenda: os extratos etanolicos do Caule (C1), extrato etandlico da folha (F1) e

extrato etanolico dos galhos (G1).

Os extratos das folhas e galhos
apresentaram percentuais de viabilidade
celular baixos na concentracao de 62,4 yg/mL
(51,00%), na de 250 pg/mL (49,89%) e na
concentracao de 250 pg/mL (54,74%). Ja os
extratos dos galhos, na concentracao de 62,5
pug/mL, mostraram percentual de células
viaveis de 52,12% e atingiram 39,29% e

250

225,08

o

128,0

103,8 108’05105,05

Viabilidade Celularde

=)

F1

99,29
89,49
79,
50
F2

F3 F4

32,44%, respectivamente, nas concentracoes
de 125 pg/mL e 250 pg/mL (Figura 2).

No MTT das fracdes, foram utilizados
fibroblastos 3T3, uma vez que, para o teste de
MTT das fracoes das folhas e caules, a escolha
pelos fibroblastos 3T3 se apoiou na
necessidade de realizacao do Scracth assay,
que é feito com fibroblastos desta linhagem.
As figuras 2 e 3 revelam esses resultados.

[162,5 pg/mL
m [] 125 pg/mL

m [] 250 pg/mL

28 79,11 78,07
67,01
45,22

Figura 2. Viabilidade celular das fracdes do caule. Maceio (AL), Brasil, 2017.
Legenda: F: Folha; 1: Fracdo metandlica; 2: Fracdo acetato de etila; 3: Fracao

cloroférmica; 4: Fracdo hexanica.

Como apresentado na figura 2, das fracoes
do caule da espécie em estudo, somente as
fracoes em acetato de etila e hexanica, na
concentracao de 250 pg/mL, apresentaram
menores percentuais de viabilidade celular,
ambas com os percentuais de 67,02% e
67,85%, respectivamente.

Na concentracao de 125 pg/mL, as fracoes
metandlica e cloroformica induziram a

celular, apresentando
percentuais de 117,08% e  110,02%,
respectivamente. Enquanto que na
concentracao de 62,5 pg/mL, as fracoes
metandlica (108%) e acetato de etila (115,3%)
foram as que induziram a proliferacao celular.

proliferacao
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[162,5 pg/mL
m [] 125 pg/mL

m [] 250 pg/mL

89,49
79,28 79,11 78,07

67,01

c3 c4

Figura 3. Viabilidade celular das fracdes das folhas. Maceid (AL), Brasil, 2017
Legenda: C: Folha; 1: Fracdo metanodlica; 2: Fracdo acetato de etila; 3: Fracao

cloroférmica; 4: Fracao hexanica.

Na figura 3, observa-se que a fracao
metandlica induziu a proliferacdao celular em
todas as concentracdes, com destaque para a
concentracao de 250 pg/mL com um
percentual de viabilidade celular de 225,08%.
¢ Determinacdo da Concentracao Inibitéria
Minima (CIM)

A CIM foi realizada, inicialmente, com os
extratos brutos e foi repetida com as fracdes
das folhas e do caule oriundas destes extratos.
Todos os extratos etanolicos apresentaram
atividade  inibitori diante de  trés
microrganismos. O extrato etandlico das
folhas inibiu os microrganismos S. aureus, S.
epidermidis e P. aeruginosa, na concentracao
de 500 pg/mL. O do caule foi resistente aos
microrganismos S. aureus e P. aeruginosa, na
concentracao de 1000 pg/mL. A concentracao
de 500 pg/mL inibiu o crescimento do S.
epidermidis. O extrato etanodlico das folhas

50
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= A NNW W s s
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inibiu o S. aureus, na concentracao de 1000
pg/mL; P. aeruginosa, em 500 pyg/mL e o S.
epidermidis, na concentracao de 250 pg/mL.

E importante frisar que os extratos
etandlicos nao apresentaram atividade
antimicrobiana para E. coli e reafirmar que as
para os microrganismos testados.
¢ Potencial cicatrizante in vitro utilizando
Scratch assay

Para avaliar a atividade cicatrizante in
vitro, optou-se pela fracdo metandlica
oriunda do extrato etandlico das folhas da J.
gossypiifolia, por ter obtido os melhores
resultados frente ao MTT, com fibroblastos
3T3. Na figura 4, os fibroblastos tratados com
esta fracao, na concentracao de 125 pg/mL,
exibiram um aumento na migracao, nos
tempos de 12h e 24h, quando comparados
com células tratadas com meios de cultura.

Controle

= Fracdo Metandlica

24

Figura 4. Analise da taxa de migracao dos fibroblastos. Macei6 (AL), Brasil, 2017.
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As demais fracdées nao propiciaram essa
migracao. Constatou-se que os tratamentos
com as fracdes conduziram mudancas nestas
células, inibindo o processo de migracao. A
fracdo metanodlica pode ser uma alternativa
viavel para investir em novas pesquisas que
proporcionem a seguranca necessaria para o
uso desta espécie vegetal no tratamento de
feridas.

Quanto ao efeito da fracao metanodlica das
folhas na migracao dos fibroblastos, durante o
experimento no tempo zero, nao houve
distincao do controle e da fracao. Percebeu-se
que, no tempo de 12h e 24h, a fracao
metandlica superou em 45% a mais que o
controle.

DISCUSSAO

Evidenciaram-se, na espécie J.
gossypiigolia deste estudo, os seguintes
metabolitos secundarios: taninos, flavonoides,
esteroides e cumarinas. Estes dados vém
corroborar com estudos que realizaram
prospeccao fitoquimica com plantas do mesmo
género, que identificaram a presenca de
alcaloides, taninos, flavonoides, esteroides e
saponinas. Estes dados assemelham-se com os
encontrados em outro estudo.'"

Outra pesquisa encontrou metabolitos
secundarios como taninos, flavonoides,
esteroides e saponinas nas diferentes partes
da J. gossypiifolia, o que corrobora com esta
pesquisa.® Entretanto, metabdlitos como
terpenoides, quinonas, lactonas, lignanas,
relatados por outro estudos, nao foram
encontrados nos extratos estudados nesta

pesquisa.® '

O género Jatropha possui  varios
metabolitos  secundarios como  acidos
organicos, alcaloides, carotenos, fenois,
fitoesteroides, flavonoides, glicosideos,

lactonas (cumarinas), lignanas, mucilagens,
pectinas, polisacarideos, quinonas, saponinas,
taninos e terpenos, o que o caracteriza como

um género que apresenta diferentes
atividades biologicas, dentre elas, a
antimicrobiana, anti-inflamatoria e

adstringente." Outros estudos fitoquimicos
constataram a presenca de acUcares,
alcaloides, aminoacidos, esteroides,
cumarinas, lignanas, flavonoides, proteinas,
saponinas, taninos e terpenos nos extratos
brutos.'¢"”

A presenca dos metabolitos secundarios,
encontrados na espécie vegetal em questao,
serve de base, possivelmente, para as
atividades bioldgicas encontradas nos testes
realizados com as amostras da J. gossypiifolia.

Quanto a citotoxicidade, inicialmente, os
extratos brutos foram testados frente aos
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macrofagos, que apresentaram resultados
levemente citotoxicos, para os extratos dos
caules nas concentracoes 62,5; 125 e 250
pg/mL. Para os oriundos das folhas, as
mesmas concentracdes obtiveram resultados
moderadamente citotdxicos, enquanto o
resultado dos galhos, também nas mesmas
concentracoes, evidenciou citotoxidade
severa, com mais de 50% de inviabilidade, o
que impossibilitou o prosseguimento do estudo
com essa parte da planta.

No ensaio de citotoxidade in vitro frente a
células HEK-293, nas concentracoes de 62,5;
125; 250 e 500 pg/mL, oriundas do extrato
bruto das folhas de J. gossypiifolia, obtido por
decoccao, nao foi evidenciado efeito
citotoxico, sendo, portanto, considerado com
100% de viabilidade celular.'”® Estes dados
contrariam os obtidos nesta pesquisa, uma vez
que o ensaio citotoxicidade dos extratos
brutos do caule frente aos macrofagos
apresentou resultado levemente citotoxico; as
folhas foram moderadamente citotoxicas e os
galhos apresentaram viabilidade celular
inferior a 50%.

No entanto, quando foram realizados testes
de viabilidade celular, com as fracées dos
extratos das folhas e caule da J. gossypiifolia,
as fracoes metanolica e acetato de etila, nas
trés concentracoes pesquisadas, nao foram
citotoxicas, com viabilidade maior que 90%,
enquanto a fracdo cloroférmica, na
concentracao de 250 pg/mL, apresentou
viabilidade menor que 50%. Praticamente,
todas as fracées do caule nao apresentaram
citotoxidade, exceto a acetato de etila e a
hexanica, nas concentracées 250 pg/mL,
consideradas moderadamente citotoxicas,
com percentagem de 50 a 79% de
viabilidade.”™ O aumento da concentracado da
fracdo cloroférmica induziu um declinio no
nimero de células viaveis, levando a uma
reducao de 50% (p <0,001) da viabilidade
celular, na concentracao de 250 pg/mL. A
fracdo hexanica diminuiu a viabilidade dos
fibroblastos 3T3 em todas as concentracoes
testadas.

Paralelamente, estudos toxicologicos pré-
clinicos, em ratos tratados com o extrato
etanolico das folhas e do caule da J.
gossypiifolia, demonstraram toxicidade aguda
oral baixa. No entanto, seu uso prolongado,
em modelo animal de toxicidade cronica,
revelou danos hepaticos, pulmonares e renais
graves. Portanto, mais estudos devem ser
realizados para a elucidacao do potencial
citotoxico desta planta.™

Com relacdo a concentracao inibitoria
minima, os extratos de J. gossypiifolia
apresentaram inibicao frente as bactérias
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testadas, ao tempo em que o extrato
etandlico das folhas apresentou uma CIM de
500 pg/mL para as bactérias S. aureus, S.
epidermidis e P. aeruginosa, enquanto o
extrato etandlico dos galhos expds uma
inibicao de 1000, 500 e 250 pg/mL, e o
extrato etandlico do caule exibiu atividade
antimicrobiana em 1000, 500 e 1000 pg/mL,
respectivamente. Observou-se também que os
extratos testados nao foram capazes de
promover a inibicao do microrganismo E. coli.

A J. gossypiifolia teve acao antimicrobiana
frente a oito microrganismos testados
(Bacillus cereus var. mycoides, B. pumilus, B.
subtilis,  Bordetella  bronchiseptica, S.
epidermidis, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus faecalis e Candida albicans),"
bem como os extratos da J. gossypiifolia
apresentaram atividade contra P. aeruginosa e
Bacillus subtilis." Estes resultados corroboram
com outro estudo que afirma que os extratos
do género Jatropha  possuem  acao
antibacteriana.'’

Outro estudo a respeito da atividade
antimicrobiana dos extratos metandlicos da
raiz, caule e folhas de Croton pulegioides
Baill, pertencente a mesma familia da
Jatropha, concluiu que o extrato metanolico
do caule apresentou atividade antimicrobiana
frente as cepas de S. aureus e S. epidermidis,
enquanto o extrato metanodlico das folhas nao
apresentou atividade. Por outro lado, todos os
extratos foram inativos nas concentracoes
avaliadas frente as bactérias Gram-negativas
utilizadas no estudo (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae), resultado este que também foi
observado nos ensaios antimicrobianos in
vitro, na atual pesquisa.?

Destaca-se, neste estudo, no que diz
respeito as fracdes que, possivelmente, a
inibicao apresentada nos extratos e ausente
nas fracoes seja decorrente do sinergismo dos
metabdlitos secundarios pois, ao se realizar o
fracionamento, houve uma separacao dos
mesmos e a acao antimicrobiana foi inativada.
A real eficacia de uma planta medicinal pode
nao ser devido a um componente ativo
principal, mas a acao combinada de diferentes
compostos que, em muitos casos, o sinergismo
dos metabolitos secundarios potencializa a
acao biologica de inUmeras espécies
vegetais.?'

Um estudo realizado confirmou a atividade
antibacteriana dos extratos de folhas
extraidas em cloroformio e metanol contra a
Salmonella typhi, P. aeruginosa, S. aureus e
C. albicans.® Estudo realizado com extratos
metanolicos e de acetato de etila do latex da
Jatropha multifidia foram ativos contra os
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seguintes microrganismos: Bacillus subtilis, S.
aureus, P. aeruginosa, E.coli, K. pneumoniae
e Candida sp.?° Resultado esse diferente do
encontrado neste estudo, em que, ao
fracionar os extratos das folhas e caules, nao
foi encontrada atividade antibacteriana.

A migracao dos fibroblastos é um passo-
chave para a cicatrizacao adequada das
feridas, por desempenhar um papel
importante na producao e deposicao de
componentes da matriz extracelular, tais
como o colageno.??*

Neste estudo, a avaliacao da cicatrizacao
foi realizada utilizando-se de uma bioensaio in
vitro com o emprego da Scratch assay, que
avalia a migracao celular nos intervalos de
tempos de zero, 12 e 24 horas. Esta técnica
baseia-se na criacao de uma interrupcao de
continuidade de uma monocamada celular, ou
ferida, em que o acompanhamento do
fechamento desta lesao é realizado por meio
de observacdo em microscopio invertido de
fase.? Este método foi utilizado com o intuito
de observar a acao cicatrizante in vitro das
fracoes dos extratos das folhas e do caule,
mensurada por meio da migracao celular dos
fibroblastos 3T3.

O tempo zero é o momento em que é
realizada a ferida e nao ha a presenca de
células, fibroblastos. Para as fracoes do caule,
nao foi observada a migracao dessas células
em nenhum dos tempos. Para as fracoes das
folhas, ocorreu uma migracao significativa na
fracao metandlica (45%) observando esse
aumento na taxa de migracao quando
utilizado na concentracao 125 pg/mL, o que
demonstra a possibilidade dessa fracao ser
uma alternativa para a producao de um
fitoterapico para o tratamento de feridas.

CONCLUSAO

Os resultados do MTT indicaram que o
extrato do caule apresentou Vviabilidade
celular de levemente citotoxico a nao
citotoxico, enquanto o extrato das folhas foi
moderadamente citotdxico. Ja quanto aos
galhos, o resultado foi severamente
citotoxico, inviabilizando o prosseguimento
do estudo com essa amostra.

A CIM do extrato das folhas foi de 500
pug/mL para as bactérias S. aureus, S.
epidermidis e P. aeruginosa, enquanto o
extrato etanolico dos galhos expbds uma
inibicao de 1000, 500 e 250 pg/mL e o extrato
etandlico do caule exibiu atividade
antimicrobiana em 1000, 500 e 1000 pg/mL,
respectivamente. Observou-se, também, que
os extratos testados nao foram capazes de
promover a inibicao do microrganismo E. coli.
A CIM, realizada com as fracoes oriundas dos
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extratos em etanol das folhas e caule,
para estas bactérias.

A avaliacao cicatrizante, pelo método do
Scratch assay, evidenciou que a fracao
metandlica das folhas propiciou um aumento
de 45% na migracao dos fibroblastos,
sinalizando a possibilidade dessa fracao ser
uma alternativa para a producao de um
fitoterapico para o tratamento de feridas.
Estudos com esta espécie vegetal devem ser
continuados para o isolamento do principio
ativo visando a producao de um fitoterapico
cicatrizante de feridas.
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