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RESUMO

AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
TOXICIDADE ORAL AGUDA DE JATROPHA GOSSYPIIFOLIA L.
(EUPHORBIACEAE)

AUTOR: Rudinei Da Silva Silveira
ORIENTADORA: Carine Viana Silva

A Jatropha gossypiifolia L. € popularmente conhecida como pido-roxo ou pinhdo-roxo,
pertencente a familia Euphorbiaceae, do género Jatropha, encontra-se distribuida no
Brasil predominantemente na regido Amazénica, na Caatinga e Mata Atlantica (FELIX-
SILVA et al.,, 2014). Na medicina popular é utilizada para o tratamento de Ulceras
pépticas, diabetes, neoplasias, diarreias, como cicatrizante e diurético (MARIZ et al.,
2006). Os principais metabdlitos secundarios identificados na sua constituicdo quimica
sao: acidos fendlicos, alcaloides, terpenos, esteroides, flavonoides, lignanas e taninos.
As atividades biolégicas evidenciadas na espécie foram: antioxidante, antidiarreico,
antimalarico, antimicrobiano, antiviral, sedativo, anticonvulsivante, além de potencial
hipotensor e vasorelaxante (MARIZ et al., 2010). O objetivo deste estudo foi caracterizar
e quantificar os compostos fendlicos e terpendides como marcadores analiticos,
empregando a cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (UHPLC-MS/MS), bem como, investigar a atividade antioxidante in vitro
frente aos radicais anion superéxido, hidroxil e peroxil e avaliar a toxicidade oral aguda
do extrato hidroetandlico das folhas de J. gossypiifolia. Os extratos foram obtidos por
infusdo e maceracédo do material vegetal seco (folhas e frutos) nas trés diferentes safras,
sendo que a infusdo nao foi utilizada para o teste de toxicidade. Apdés a maceracéo, o
extrato hidroetandlico obtido foi liofilizado e ressuspendido em &gua para o
fracionamento com solventes na ordem crescente de suas polaridades: hexano,
cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. No extrato hidroetandlico e na infusdo foi
constatada a presenca dos compostos fendlicos majoritarios, tais como a catequina,
acido p-cumaérico, acido ferdlico e luteolina. Também no extrato hidroetandlico,
identificou-se a presenca de trés compostos triterpénicos (a-amirina, S-amirina e lupeol).
A atividade anti-radicalar testada na infusdo, extrato hidroetandlico e fragbes acetato de
etila e butanol, demonstrou uma maior atividade antioxidante in vitro no extrato
hidroetandlico (96,6+3,0) e infusdo (99,7+13,9) nas concentracdes de 0,1% (m/v) e 1,0%
(m/v), respectivamente. O extrato hidroetandlico das folhas de J. gossypiifolia, testado
na toxicidade oral aguda, apresentou DLsy estimada entre 2000-5000mg/Kg e
caracterizou-se como de baixa toxicidade, de acordo com a diretriz da Organizacao para
a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (OECD 423., 2001), ndo conferindo
alteracdes significativas (p>0,05, ANOVA) aos parametros bioquimicos e hematoldgicos
do grupo teste analisado, em relagdo ao grupo controle. Assim, o estudo sugere que a
presenca de catequina, como composto majoritario na infusdo, pode estar relacionado
ao efeito hipotensor e ainda que as propriedades farmacolégicas dos flavonodides e
acidos fendlicos encontrados, possam ser associados ao uso popular dessa planta
medicinal.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Compostos fendlicos. Jatropha gossypiifolia L.
Terpendides. Toxicidade oral aguda. UHPLC-MS/MS.






ABSTRACT

EVALUATION OF CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
ACUTE ORAL TOXICITY OF JATROPHA GOSSYPIIFOLIA L.
(EUPHORBIACEAE)

AUTHOR: RUDINEI DA SILVA SILVEIRA
ADVISER: CARINE VIANA SILVA

The Jatropha gossypiifolia L. is popularly known as a purple-backed or purple-pine,
belonging to the family Euphorbiaceae, of the genus Jatropha. It is distributed in Brazil
predominantly in the Amazon region, Caatinga and Mata Atlantica (FELIX-SILVA et al.
2014). In popular medicine it is used for the treatment of peptic ulcers, diabetes,
neoplasias, diarrhea, as cicatrizante and diuretic (MARIZ et al.,, 2006). The main
secondary metabolites identified in its chemical constitution are: phenolic acids,
alkaloids, terpenes, steroids, flavonoids, lignans and tannins. The biological activities
evidenced in the species were: antioxidant, antidiarrheal, antimalarial, antimicrobial,
antiviral, sedative, anticonvulsant, besides hypotensive and vasorelaxant potential
(MARIZ et al., 2010). The objective of this study was to characterize and quantify the
phenolic compounds and terpenoids as analytical markers, using ultra-high performance
liquid chromatography coupled to mass spectrometry (UHPLC-MS / MS), as well as to
investigate antioxidant activity in vitro against superoxide anion, hydroxyl and peroxyl
radicals and to evaluate the acute oral toxicity of the hydroethanolic extract of the leaves
of J. gossypiifolia. The extracts were obtained by infusion and maceration of the dry plant
material (leaves and fruits) in the thrEHE different crops, and the infusion was not used
for the toxicity test. After the maceration, the obtained hydroethanolic extract was
lyophilized and resuspended in water for the fractionation with solvents in the increasing
order of their polarities: hexane, chloroform, ethyl acetate and n-butanol. The presence
of the major phenolic compounds, such as catechin, p-coumaric acid, ferulic acid and
luteolin, were found in the hydroethanolic extract and infusion. Also in the hydroethanolic
extract, the presence of three triterpene compounds (a-amirin, S-amirin and lupeol) was
identified. The anti-radical activity tested in the infusion, hydroethanolic extract and ethyl
acetate and butanol fractions, showed a higher in vitro antioxidant activity in the
hydroethanolic extract (96.6 + 3.0) and infusion (99.7 £ 13.9) in the concentrations of
0.1% w /v and 1.0% w / v, respectively. The hydroethanolic extract from the leaves of J.
gossypiifolia, tested in acute oral toxicity, had an LD50 of between 2000-5000 mg / kg
and was characterized as low toxicity, according to the Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD 423., 2001) guideline. No significant changes (p>
0.05, ANOVA) were observed in the biochemical and hematological parameters of the
test group analyzed, in relation to the control group. Thus, the study suggests that the
presence of catechin, as the major compound in the infusion, may be related to the
hypotensive effect and that the pharmacological properties of the flavonoids and phenolic
acids found may be associated with the popular use of this medicinal plant.

Keywords: Acute oral toxicity. Antioxidant activity. Jatropha gossypiifolia L. Phenolic
compounds. Terpenoids. UHPLC-MS/ MS.
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1 INTRODUCAO

A medicina tradicional (MT) é uma parte importante e subestimada dos
servicos de saude. Em alguns paises, incluindo o Brasil, a medicina tradicional ou a
medicina ndo convencional pode ser chamado de medicina complementar. A MT
tem uma longa histéria de uso na manutencéo da saude, prevencédo e tratamento de
doencas, especialmente as crbnicas e uma Estratégia de Medicina Tradicional:
2014-2023 com politicas e regulamentos para promover a utilizacdo segura e eficaz
de produtos tradicionais e medicinais complementares (T&MC) tém aumentado em
todo o mundo (WHO, 2013).

Plantas sdo usadas em todo o mundo, estdo em ascensdo e os dados
disponiveis sugerem que o mercado de produtos T&MC é substancial. No entanto, a
diversidade de categorias regulamentares para estes produtos faz com que se torne
dificil avaliar a dimensdo do mercado, com qualquer grau de precisdo. Para
exemplificar, os gastos anuais sobre MT na Republica da Coréia foram de US$ 7,4
bilhdes em 2009 e nos Estados Unidos de US$ 14,8 bilhdes em 2008 (WHO, 2013).

O Brasil é considerado como um dos paises com maiores perspectivas para a
exploragdo econdmica da biodiversidade do planeta. E o pais com maior nimero de
espécies vegetais do mundo, contando com um namero estimado entre 15% a 20%
do total. A maioria das plantas existentes € encontrada nos paises tropicais, e
estima-se que aproximadamente 25% das espécies ocorram originalmente no Brasil
(RODRIGUES, 2016). Estas tém atraido a atencao das industrias farmacéuticas e,
por isso, vém sendo avaliadas a partir de estudos etnofarmacolégicos, pré-clinicos e
clinicos que pesquisam sua composi¢cdo quimica, acdo farmacologica e sua
indicacao terapéutica na busca do desenvolvimento de novos farmacos (LORENZI;
MATOS, 2008).

Fitoterapico, de acordo com a legislacao sanitaria brasileira, € o medicamento
obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E
caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como
pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. No Brasil, para o registro e
licenciamento de fitomedicamentos, a obtencéo de extratos padronizados a partir de
um perfil cromatogréfico com marcadores quimicos € uma etapa fundamental e
obrigatéria para qualguer nova espécie a ser empregada para fins terapéuticos
(BRASIL, 2010).
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De acordo com a Agéncia Européia de Medicina (EMEA, do inglés, European
Medicines Agency), marcadores analiticos sdo 0s constituintes ou grupos de
constituintes quimicos que servem somente para propositos analiticos, enquanto
gue os marcadores bioativos contribuem para a atividade terapéutica de uma
determinada espécie. Os polifendis e terpenos podem ser considerados marcadores
analiticos de caréater bioativo e com grande potencial terapéutico no tratamento de
doencas, apresentando atividade antioxidante e anticonvulsivante, respectivamente.
Em estudos com plantas medicinais que podem se tornar possiveis farmacos, a
correta identificacdo dos marcadores terapéuticos bioativos € de grande relevancia
clinica (LI et al., 2008).

Muitos dos efeitos benéficos do uso de plantas medicinais estéo relacionado a
presenca de metabdlitos secundarios (flavonoides, saponinas, taninos, alcaloides,
terpenos, acidos fendlicos) que desempenham um importante papel no crescimento,
reproducao, protecdo contra patégenos e predadores, contribuem para a coloragéo e
caracteristicas sensoriais de frutas e vegetais e recebem especial atencdo por
apresentar funcdes antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, antimicrobiana entre
outras (PIETTA, 2000; MIGLIATO et al., 2007).

Dentre as diferentes classes de compostos presentes em extratos de plantas
pode-se destacar os compostos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides) e terpenos
gue sao conhecidos por sua pronunciada acdo removedora de radicais livres.

O metabolismo oxidativo € de suma importancia para a sobrevivéncia celular
e o efeito colateral dessa dependéncia é a producdo de radicais livres e outras
espécies reativas de oxigénio (ERO). Essas espécies reativas desempenham
fungBes relevantes no organismo e encontram-se em equilibrio com 0os mecanismos
de defesa antioxidante (VASCONCELOS et al., 2007; ALVES et al.,, 2010). No
entanto, 0 excesso na producdo dessas espécies reativas ocasiona 0 estresse
oxidativo que pode vir a apresentar efeitos deletérios ao organismo tais como danos
ao DNA, proteinas e organelas celulares, como mitocéndria e membranas,
provocando alteracbes nas funcbes celulares que podem estar associadas a
doencas cronicas e degenerativas. O excesso de radicais livres € combatido através
de uma defesa antioxidante de origem endogena ou através de compostos
adquiridos da dieta (ANTOLOVICH et al., 2002; ALVES et al., 2010).

Os fitoterapicos sdo utilizados amplamente pela populagdo acreditando-se

gue por ser um produto natural ndo causam efeitos toxicos ou adversos. Entretanto,
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0s estudos toxicolégicos mostram que as plantas quando utilizadas de forma
exacerbada podem ser nocivas ao organismo humano. Para melhorar o
entendimento do uso de plantas, € necessaria a avaliacdo do risco/beneficio do seu
uso por meio de estudos farmacodinamicos e toxicolégicos que visam colaborar para
a promoc¢ao do uso racional de tais produtos (LAPA et al., 2004; FARIAS et al.,
2007; SILVEIRA et al., 2008).

A toxicidade de uma substancia € a capacidade que esta tem em causar
algum desequilibrio ao organismo com o qual entra em contato, ou seja, refere-se ao
potencial desta em produzir efeito toxico. A importancia de analisar tal propriedade
reside no fato de que toda e qualquer substancia quimica pode vir a ser toxica
dependendo de fatores relacionados a exposicdo, tais como: dose, frequéncia e
duracdo da exposicdo, condi¢ces fisiologicas e patologicas do organismo exposto
(BARROS; DAVINO, 2003).

De um modo geral, os ensaios de avaliacdo toxicoldégica compreendem a
execucdo de protocolos experimentais padronizados em espécies vegetais ou
animais (fase pré-clinica) e até mesmo na espécie humana (fase clinica). Na fase
pré-clinica, o organismo escolhido para ser avaliado em um modelo experimental
pode ser tratado com altas doses do produto em curto espaco de tempo (avaliacéo
da toxicidade aguda) ou exposto por tempo prolongado a doses relativamente
menores (toxicidade crbnica), sempre no intuito de antever eventuais efeitos toxicos
das substancias quimicas presentes. Quanto maior for o nimero de parametros
organicos monitorados e mais especificos forem estes indicadores, tdo melhor sera
a avaliacdo toxicolégica no que diz respeito ao fornecimento de dados que
contribuam para o delineamento de estudos clinicos visando estabelecer uma
margem terapéutica segura para uso do produto pelo paciente (LARINI, 1993;
BRITO, 1994; BARROS et al., 2003; LAPA et al., 2004; BRASIL, 2004).

A avaliacdo dos efeitos toxicos ndo pretende combater a fitoterapia enquanto
modalidade de tratamento de enfermidades, mas sim objetiva fomentar seu
desenvolvimento racional ao contribuir para uma utilizacdo segura de fitoterapicos,
através do gerenciamento de informacdes sobre eventuais danos a saude
associados ao uso desses produtos (MARIZ, 2007).

Com a cria¢do do Sistema Unico de Saude (SUS), o uso da Fitoterapia nos
servicos de saude passou a ter uma demanda importante dos profissionais de

saude, dos usuarios, dos pesquisadores e dos gestores. Como resposta a esta
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demanda o Ministério da Saude, através da Portaria 971/2006, criou a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS.
Posteriormente, também foram criados a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) e o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos.
Em 2008, foi publicada a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do
SUS (RENISUS), contendo 71 plantas, entre elas a Jatropha gossypiifolia L.
Contudo, nenhuma outra informacao a respeito desta planta foi fornecida, sendo que
estudos sistematicos sobre seus extratos padronizados e sua possivel bioatividade
ainda séo incipientes (FIGUEREDO, 2008).

A J. gossypiifolia € popularmente conhecida no Brasil por varios nomes, tais
como, pido-roxo ou pinhdo-roxo. Pertence a familia Euphorbiaceae; género
Jatropha; subgénero Jatropha; seccédo Jatropha e subseccdo Adenophorae.
Apresenta-se como uma arvore de folhas alternas grandes, flores roxas, frutos
pequenos e capsulares. Vérias partes da planta tém sido usadas na medicina
popular para o tratamento de diversas doencas, como: Ulceras pépticas, diabetes,
neoplasias, diarreias e ainda como cicatrizante e diurético (MARIZ et al., 2006).
Diversas substancias ja foram identificadas como, acidos fendlicos, alcaloides,
terpenos, esteroides, flavonoides, lignanas e taninos, entre diversos outros
constituintes. Estes compostos conferem a J. gossypiifolia atividades antioxidante,
antidiarreico, antimaléarico, antimicrobiano, antiviral, moluscicida, sedativo,
anticonvulsivante, além de potencial hipotensor e vasorelaxante. O principal
constituinte ativo do pido-roxo € o diterpeno chamado jatrofona (MARIZ et al., 2010).

Este trabalho tem como objetivo geral a caracterizacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos e terpénicos como marcadores analiticos, investigar a atividade
antioxidante in vitro dos extratos e fracdes baseados na geracao dos radicais livres e
sua correlacdo com a concentracdo dos marcadores organicos encontrados. Bem
como avaliar a toxicidade oral aguda no extrato hidroetandlico (EHE) (folhas) de J.
gossypiifolia.

Sendo, 0s objetivos especificos:

I.  Caracterizar e quantificar os compostos fendlicos na infusdo (folhas) e no
EHE (folhas e frutos) e, terpénicos no EHE (folhas) como marcadores
analiticos, empregando cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS);
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Determinar quais compostos fendlicos e terpenos aparecem repetidamente e
majoritariamente nos diferentes extratos e correlacionar com variagdes
sazonais.

Investigar a atividade antioxidante dos extratos (infusdo, EHE) e fracdes
acetato de etila e butanol por métodos in vitro baseados na geracdo dos
radicais anion superoxido, hidroxila e peroxila e sua correlacdo com a
concentracdo dos marcadores organicos encontrados;

Avaliar a toxicidade oral aguda do extrato hidroetandlico das folhas de J.

gossypiifolia em ratos Wistar, segundo o Guia OECD 423.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As plantas medicinais séo utilizadas para a manutencdo e recuperacao da
saude, desde as formas mais simples de tratamento na medicina popular até a
fabricacao industrial de medicamentos. Podem ser caracterizadas por: plantas cujas
propriedades terapéuticas e 0s seus constituintes foram estabelecidas
cientificamente, e plantas que sdo consideradas medicinais, mas que ainda nao
foram submetidas a investigacdo detalhada. Na busca de novos medicamentos de
origem vegetal estdo envolvidos conhecimentos agrondmicos, botanicos, quimicos,
farmacoldgicos e toxicolégicos (LORENZI; MATOS, 2008).

Planta medicinal € qualquer planta que apresente em um ou mais dos seus
orgaos substancias que possam ser utilizadas para fins terapéuticos ou que possam
ser precursoras para a sintese de novos farmacos (WHO, 1977 apud OKIGBO et al.,
2009, p. 86).

O termo “herbal drug” (medicamentos a base de plantas) é aplicado quando
uma parte ou partes da planta séo utilizadas para a preparacdo de medicamentos,
nomeadamente, folhas, flores, sementes, raizes, cascas, caules. Estas podem ser
submetidas a extracdo, fracionamento, purificagdo, concentragdo ou outros
processos fisicos ou biolégicos para a sua utilizacao direta (estado bruto) ou como
intermediaria de produtos a base de plantas (formulacdes farmacéuticas) (OKIGBO
et al., 2009; RATES, 2001).

As plantas medicinais representam as maiores fontes de substancias
biologicamente ativas, devido a grande diversidade estrutural de metabolitos
produzidos, como as saponinas, taninos, 0leos essenciais, flavonoides, terpenos,
alcaloides e outros compostos complexos com propriedades curativas e tém sido
utilizadas como origem de agentes terapéuticos por meio: a) do isolamento de
compostos bioativos para o uso direto como farmaco, a exemplo da digoxina, taxol e
morfina; b) da producdo de compostos bioativos com diferentes estruturas que
permitam a semi-sintese de compostos de entidades patentedveis de maior
atividade (eficacia) ou de menor toxicidade; c) da utilizacdo como ferramentas
farmacoldgicas e d) da aplicagcdo da planta ou algumas de suas partes como
medicamento (FABRICANT; FARNSWORTH, 2001).

Os fitoterdpicos sao utilizados em todo o mundo e encontram-se em ascensao

nas nacdes ocidentais. Nos Estados Unidos, a comercializacédo de ervas medicinais
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aumentou cerca de 20% de 2000 a 2010 e junto com paises europeus,
especialmente a Alemanha, e Asiaticos, atende aos principais mercados produtores
e consumidores desses medicamentos (JORDAN et al., 2010).

No Brasil foi promulgada no ano de 2006 a “Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos”, com o objetivo de garantir a seguranca, eficacia e o uso
racional de plantas medicinais e fitoterdpicos em nosso pais, a qual é parte
integrante das politicas publicas de saude, meio ambiente e desenvolvimento
econdmico e social, sendo considerada um componente essencial ha promocéao da
qualidade de vida dos brasileiros. Entre os principios considerados na elaboragéo
desta politica, destacam-se a melhoria da atencdo a saude, uso sustentavel da
biodiversidade brasileira e fortalecimento da agricultura familiar. Suas diretrizes
foram detalhadas por acdes do Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), conforme Portaria Interministerial n® 2.960/2008 e tem como
medida fortalecer o desenvolvimento industrial e tecnologico nesta area, garantir
melhor acesso aos medicamentos pelos usuérios do Sistema Unico de Salde
(SUS), procurar valorizar o conhecimento popular e incentivar a terapia fitoterapica
(BRASIL, 2006).

Segundo Portaria n° 886/2010 fica instituida a Farmacia Viva no ambito do
Sistema Unico de Saude (SUS), sendo que 12 das 71 espécies vegetais da
RENISUS (Relacao nacional de plantas e espécies vegetais de interesse ao SUS) ja
se encontram na RENAME (Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais) e sao
disponibilizadas pelo SUS, como por exemplo a babosa, unha de gato, cascara
sagrada entre outras (BRASIL, 2006).

Entre 2013 e 2015 a busca por produtos medicinais no SUS mais que dobrou,
crescendo 161%. Em 2013, cerca de 6 mil pessoas procuraram alguma farmécia de
atencdo basica para receber produtos vegetais, sendo que em 2016 essa procura
passou para quase 16 mil, ano que o PNPMF completou 10 anos garantindo o uso
sustentavel da biodiversidade brasileira e disponibilizando-os em cerca de 3.250
farmacias do SUS de 930 municipios brasileiros (BRASIL, 2016).

Ainda no Brasil, cerca de 80% da populacdo utiliza produtos a base de
plantas medicinais, porém a caréncia de informacdes adequadas sobre aspectos
como eficacia e seguranca desses produtos ainda dificulta o seu uso (OUEDRAOGO
et al., 2012). Especificamente no estado do Rio Grande do Sul (RS), segundo o

relatorio anual do Centro de Informacdes Toxicoldgicas (CIT), 281 casos de
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intoxicagdo por plantas ocorreram no ano de 2014. O que confirma a necessidade
de estudos toxicolégicos na area (CIT-RS, 2014).

Sendo as plantas medicinais fonte de compostos bioativos para a producéo
de novos farmacos, € necessaria a investigacdo e pesquisa para identificacdo dos
constituintes ativos bem como o seu isolamento, atividades farmacoldgicas e
potenciais toxicolégicos (ROBINSON et al., 2011; BALUNAS et al., 2005).

2.1 EUPHORBIACEAE

Euphorbiaceae € uma das maiores familias das Angiospermas, composta por
mais de 300 géneros e mais de 8.000 espécies, distribuidas principalmente nas
regides tropical e subtropical, especialmente nos continentes americano e africano.
No Brasil, ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies (SOUZA et al., 2008).

As espécies pertencentes a esta familia sdo muito diversificadas, incluindo
arvores, arbustos e ervas mondicas ou dibdicas. Geralmente sdo latescentes com
folhas alternas ou opostas, estipulas livres, caducas ou persistentes. Possuem
inflorescéncias terminais ou axilares, com flores solitarias ou em glomérulos. As
flores sdo unissexuais, actinomorfas, com sépalas e pétalas de cores diferentes,
gineceu sincarpico, ovario supero e geralmente tricarpelar e placentacdo axial. O
fruto é geralmente capsular com deiscéncia explosiva, abrindo-se em trés
mericarpos. Os membros desta familia mostram uma grande diversidade em sua
anatomia de no, peciolo, limbo foliar, venacgéo, tipos de estébmatos, érgéos florais,
frutos e sementes. Esta divergéncia provavelmente esta associada a diversidade de
habitats encontrados na familia (THAKUR et al., 2012).

As plantas da familia Euphorbiaceae podem ser medicinais ou aromaticas,
sendo bem estudados quanto a sua composi¢cao quimica, possuindo os diterpenos
como seus principais quimiomarcadores e ainda apresentam na sua composi¢cao
compostos com atividade bioldgica, tais como alcaloides, flavonoides, fendis, que
podem ser encontrados nas folhas, caules, flores, casca, fruto ou semente (MWINE
et al., 2011).

Embora a maioria das plantas possa ser classificada como venenosa, ainda
hoje sdo usadas na medicina popular, devido as suas propriedades terapéuticas
com dosagem e eficacia por vezes desconhecida, o que pode causar efeitos

adversos, sendo atualmente alvo de estudo para o desenvolvimento de novos
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fitoterapicos com aplica¢des para uso humano, animal ou pesticida (OKIGBO et al.,
2009; MWINE et al., 2011).

Os géneros mais expressivos da familia sdo Euphorbia L, com 1500 espécies,
Croton (700), Phyllanthus (400), Acalypha (400), Macaranga (250), Antidesma (150),
Drypetes (150), Tragia (150), Jatropha (150) e Manihot (150) (SOUZA; LORENZI,
2008).

Apresentam espécies de grande importancia econémica como o Ricinus
communis L. (mamona ou ricino) que € fonte de biocombustivel, Manihot esculenta
Crantz (mandioca) importante espécie agricola de cultura industrial, utilizada por
populacfes de baixa renda em que as folhas e raizes constituem um alimento basico
priméario, Hevea brasiliensis Willd (seringueira) que € a principal fonte de borracha
natural e varias espécies de Jatropha utilizadas em preparacdes medicinais
(AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2010).

2.2 JATROPHA L.

O género Jatropha possui crescimento rapido, facil propagacao e adaptacao,
apresentando uma vasta distribuicdo, sendo constituido por cerca de 175 espécies e
pertence a familia das Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae e tribo Jatropheae.
Este género apresenta uma distribuicdo disjunta, encontrando-se majoritariamente
nas Américas (Norte e Sul), de onde a maior parte é nativa. Existem entre 50 a 70
espécies na Africa, sendo endémica em Madagascar, poucas na india e cerca de 50
espécies na Arabia. Também €& possivel encontrar duas espécies no territorio
Australiano (SUJATHA et al., 2013; BAHADUR et al., 2013).

Baseando-se nas caracteristicas da espécie Jatropha curcas, € considerado
gue as outras espécies evoluiram desta ou de uma outra forma ancestral, com
algumas mudancgas no seu habito de crescimento e especializagdo na estrutura
vegetativa (estruturas florais). Estas plantas foram provavelmente distribuidas por
navegadores portugueses através das ilhas de Cabo Verde e pela Guiné-Bissau
para os outros paises (HELLER, 1996).

Devido a esta distribuicdo, € um género morfologicamente diverso, composto
por plantas herbaceas perenes, suculentas, facultativas anuais e geofitas. Os
arbustos possuem inflorescéncia terminal cimosa, monoica, flores pentameras,

pistiladas e estaminadas do tipo prato e produtoras de néctar e frutos do tipo
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esquizocarpicos, secos, com trés cocas globosas de deiscéncia explosiva e,
consequentemente, dispersdo primaria por autocoria (NEVES et al., 2010).

Possuem crescimento articulado com morfologia descontinua, podendo
chegar de 8 a 10 metros de altura em condicGes favoraveis. Seu caule contém
grande quantidade de latex e o florescimento ocorre normalmente nas estacfes de
verdo e outono, permanecendo durante o ano todo quando as plantas estéo
submetidas permanentemente a regides umidas. As sementes de coloracdo preta
amadurecem em torno de trés a quatro meses depois do florescimento, sendo
conhecidas pela producéo de grande quantidade de 6leo presente em seu albumen,
em torno de 60,8% (SILVA, 2008; KUMAR et al., 2008).

As plantas do género possuem uma regido geografica especifica para o seu
desenvolvimento e sua diversidade morfologica permite que varias espécies sejam
cultivadas como plantas ornamentais, sendo empregadas como cercas-vivas em
vérias partes do mundo (SUJATHA et al., 2013; SABANDAR et al., 2013).

O género Jatropha destacou-se nas Ultimas décadas, particularmente, pelo
Oleo proveniente das suas sementes, que é considerado uma potencial matéria-
prima para a producdo de biodiesel. A espécie J. curcas € a mais estudada do
género porque suas sementes sao ricas em 6leo o que levou nos ultimos anos, ao
aparecimento de vastas areas de plantacbes da mesma em alguns pais da Asia,
Africa e América do Sul (DEVAPPA et al., 2010a; OLIVEIRA et al., 2009).

O nome do género deriva do Grego, iatrés que significa “doutor” e trophé
“‘comida ou nutricdo”, que esta relacionado com as suas propriedades medicinais,
sendo as trés espécies mais importantes J. curcas, J. gossypiifolia e J multifida. E
conhecido pelo efeito purgativo do 6leo proveniente das suas sementes que € usado
para sintomas digestivos, diarreia, disenteria, vomitos, ndusea e dor de estdmago.
Também as folhas de algumas espécies apresentam semelhante efeito. Outras
finalidades estdo relacionadas com a cura de doencas de pele com o Oleo da
semente, latex e folha. A casca do caule ou raiz sdo trituradas e aplicadas sobre a
pele para tratar eczemas, coceiras, carbunculos, bolhas na boca, feridas e inchagos
(DEVAPPA et al., 2010; SABANDAR et al., 2013).

As raizes das espécies J. gossypiifolia e J. multifida, sdo usadas no
tratamento de lepra e gonorreia, respetivamente e o latex de J. curcas e J.
molissima é usado como antidoto do veneno de cobra, concentrado para 0 uso

externo e diluido com agua para uso interno. O extratos aquosos e alcodlicos do
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caule e da casca da espécie J. macarantha sdo usados como estimulante sexual
masculino (DEVAPPA et al., 2010a; SABANDAR et al., 2013).

A utilizagdo de plantas do género Jatropha na etnomedicina desencadeou a
pesquisa de moléculas bioativas, sendo possivel o isolamento de alguns dos seus
constituintes quimicos, entre os quais, alcaloides, peptideos ciclicos, terpenos
(mono-, di- e tri-), flavonoides, lignanas, cumarinas e acidos graxos. Destes
compostos, 0s que mais se destacaram foram os diterpenos, que sao muito
abundantes neste género e apresentam uma elevada bioatividade e toxicidade,
sendo por isso potenciais matérias-primas para a sintese de novos compostos
(DEVAPPA et al., 2010a; DEVAPPA et al., 2010).

A presenca de diversos compostos com diferentes atividades bioldgicas no
género, permite a utilizacdo dos residuos resultantes da extracdo do o6leo das
sementes como fertilizantes, apesar destes serem toxicos devido a presenca de
ésteres de forbol, sendo necessaria a extracdo dos mesmos. No entanto, €
fundamental a realizacdo de mais ensaios para verificar esta potencial aplicacéo,
pois os ésteres de forbol degradam-se no solo dependendo da temperatura e
umidade. (SABANDAR et al., 2013; DEVAPPA et al., 2010a).

Nas ultimas décadas, varios estudos foram efetuados em algumas espécies
deste género, por analise da atividade anti-inflamatéria, anti-tumoral, anti-malérica,
antioxidante, antimicrobiana, anticoagulante, inibicAo de acetilcolinesterase,
moluscicida e inseticida do 0Oleo, extratos e dos constituintes quimicos isolados
(SABANDAR et al., 2013).

Contudo, a presenca de compostos toxicos requer uma maior analise tanto
para o tratamento tradicional, como para a aplicagdo em industrias de diferentes
areas, como agroindustria, industria farmacéutica ou de biodiesel (DEVAPPA et al.,
2010a; DEVAPPA et al., 2010).

2.3 JATROPHA GOSSYPIIFOLIA L.

2.3.1 Aspectos botanicos

A espécie Jatropha gossypiifolia L., conhecida popularmente como pinhao

roxo, € uma das principais plantas medicinais do género Jatropha, seccdo Jatropha,

familia das Euforbiaceas. O seu nome “gossypiifolia” € uma combinacdo do Latim
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“gossypium”, que significando algodao, com “folium”, que sugere que as folhas séo
semelhantes as do algodoeiro. Supfe-se que esta espécie seja nativa da América
tropical e da regido das Caraibas, mas ndo se sabe o local exato da sua origem. S&o
seus sindbnimos: Adenoropium gossypifolium (L.) Pohl., Jatropha elegans (Pohl)
Klotzsch (SCHMELZER et al., 2008; RANDALL et al., 2009).

Esta planta apresenta uma facil adaptacdo, cresce naturalmente em quase
todos os tipos de solo (areia bem drenada, solos arenosos e argilosos, pedregosos),
em regides com uma estacdo seca pronunciada, em pastagens e arbustos, préximo
de zonas costeiras e lugares desérticos. Também é possivel encontri-la em terrenos
baldios, na beira de estradas, campos agricolas mal cuidados, e areas de transbordo
dos rios (KUMAR; SINGH, 2012).

A sua rapida propagacdao, através de sementes e partes vegetativas permitiu
que a sua distribuicdo fosse muito além da original. Atualmente encontra-se
naturalizada na maior parte dos paises tropicais e encontra-se distribuida no Brasil
predominantemente na regido Amazonica, na Caatinga e Mata Atlantica (FELIX-
SILVA et al., 2014). Também pode ser encontrada em toda Africa tropical exceto nas
regiGes secas do sul (mas inclui a Africa do Sul), América do Norte (majoritariamente
na Florida e México) e Sul, Asia, e a Australia, sendo introduzida como planta
medicinal e ornamental (Figura 1). Foi registrada como uma espécie invasora em
algumas areas, devido a sua rusticidade, resisténcia a longos periodos de seca, ndo
ser atacada por pragas e doencas, bem como a sua adaptabilidade a condicdes de
solo e climas muito diferentes (SCHMELZER et al., 2008; RANDALL et al., 2009).
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Figura 1 — Distribuicdo geografica de J. gossypiifolia

Fonte: Disponivel em: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Jatropha+gossypiifolia. Acesso em: 7
mar. 2016.

Na Africa Ocidental esta espécie é ainda plantada em torno das aldeias para
a protecao das casas contra o fogo, pois estas tém pouca tendéncia a inflamar, bem
como para manter as cobras afastadas e como limitagdo da area. O 0leo das suas
sementes € utilizado como lamparina e combustivel (SCHMELZER et al., 2008).

Botanicamente a J. gossypiifolia € um arbusto perene (Figura 2) muito
ramificado de 0.5 a 3 m de altura e 1 a 3 cm de didametro basal e dependendo do
clima pode ser sempre verde ou caducifélio. Este apresenta uma raiz principal curta,
gue nao é normalmente muito enraizada, laterais robustas e muitas raizes terciarias
finas. E constituida apenas por um caule lenhoso, ereto, cilindrico, solido e
ramificado. O pequeno numero de ramos presente é robusto, verde e semi-lenhos

(SABANDAR et al., 2013).


http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Jatropha+gossypiifolia
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Figura 2 — Porte arbustivo de J. gossypiifolia, horto de plantas medicinais da
EMBRAPA-Amazonia oriental em Belém-PA, agosto de 2015

Fonte: Foto do autor.

No interior dos caules e ramos existe um latex (seiva) espesso, branco ou
amarelo, que é possivel ver-se quando estes sdo cortados. O caule, 0s ramos e as
folnas apresentam pelos glandulares na sua superficie. As suas folhas séo
alternadas (Figura 3), opostas, caulinares ou ramais, podendo ter trés ou cinco
I6bulos. O seu comprimento e largura pode variar entre 3 a 13 por 3 a 19 cm,
apresentam uma cor avermelhada ou arroxeada quando jovens e verdes quando
totalmente desenvolvidas. As flores sdo pequenas (Figura 3), vermelhas ou roxas,
nascem a diversos niveis da haste da planta e elevam-se a mesma altura, formando
sucessivamente VAarios ramos que saem em posicdo oposta, corimbo cimeira
terminal. As pétalas podem também ser de tonalidade rosa avermelhada ou roxa e
com 0,5 cm de comprimento e 0,3 cm de largura. Os frutos sédo oblongos (Figura 3),
capsulas de trés lobulos, verdes quando jovens e castanhos-amarelados na
maturidade. No seu interior encontram-se trés sementes de tonalidades cinza,
castanha ou cinza-vermelho de 0,6 cm de comprimento, 0,3 centimetros de largura e
0,2 cm de espessura (KUMAR et al., 2012).
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Figura 3— Folhas, flores e frutos de J. gossypiifolia, horto de plantas medicinais
da EMBRAPA-Amazonia oriental em Belém-PA, agosto de 2015

Fonte: Foto do autor.

A floracéo, foliacdo e frutificacdo da planta inicia-se na época das chuvas,
mas pode continuar durante todo o ano caso a umidade do solo permanecga alta.
Esta pode produzir sementes por autofecundacdo ou polinizagdo cruzada, e muitos
insetos, entre os quais as abelhas, visitam as suas flores para recolher o néctar
(SCHMELZER et al., 2008).

2.3.2 Aspectos quimicos

As plantas sintetizam uma ampla e diversificada variedade de compostos
organicos. Alguns destes compostos estdo presentes em todas as plantas e
executam funcbes metabdlicas, associadas a fotossintese, respiracdo, crescimento
e desenvolvimento das mesmas. Estes representam os metabolitos primarios, entre
0s quais, lipidios acilados, nucleotideos, aminoacidos e acidos organicos (DEWICK,
2002; CROTEAU et al., 2000; CROZIER et al., 2006).

Existem outros compostos fitoquimicos, estruturalmente diferentes, muitos
dos quais se encontram apenas numa espécie ou género, ou estdo distintamente
distribuidos em grupos taxonomicamente relacionados, designados metabdlitos
secundarios. A sintese dos mesmos pode ser ativada unicamente durante a fase de

crescimento e desenvolvimento, em épocas sazonais especificas, sob condi¢cdes de
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disponibilidade de nutrientes ou estresse, entre outros fatores. A sua fungéo esta
relacionada com a protecéo das plantas contra predadores, como insetos, fungos e
bactérias, repeléncia, em funcéo da sua natureza toxica, atracdo de polinizadores e
animais de dispersao de sementes, protetores contra radiacao ultravioleta (UV) e
para a comunicacdo das plantas com outros organismos (MAZID et al., 2011,
VERPOORTE et al., 2002; CROZIER et al., 2006).

Alguns dos principais metabolitos secundarios detectados na espécie J.
gossypiifolia sdo acidos graxos, acUcares, alcaléides, aminoacidos, esteréides,
cumarinas, lignanas, flavonoides, proteinas, saponinas, taninos e terpenos. Estes
compostos sao alvo de pesquisas de extrema relevancia, dado que tém importantes
aplicacbes comerciais como corantes, fibras, colas, ceras, 0leos, agentes
aromatizantes, perfumes, bem como fontes de potenciais farmacos naturais,
antibidticos, inseticidas e herbicidas (FELIX-SILVA et al., 2014).

A extracdo dos constituintes quimicos de J. gossypiifolia tem sido realizada
por diferentes métodos e com os mais diversos solventes, de acordo com a
finalidade do estudo. O principal solvente extrator empregado € o etanol, entretanto,
outros trabalhos utilizam misturas de solventes, tais como: acetato de etila e agua
destilada; agua, etanol e acetato de etila; cloroférmio e metanol; etanol e acetona;
éter de petréleo e cloroférmio e ainda hexano e etanol (MARIZ, 2007).

Contudo, os principais compostos bioativos desta espécie ndo estao
totalmente elucidados, uma vez que sao insuficientes as pesquisas que efetuam o
isolamento, determinam a atividade biologica e utilizam agua como solvente de
extracdo dos constituintes de J. gossypiifolia, porém quando esta planta é usada
para fins medicinais € normalmente na forma de infusdo ou decoccdo. Pouco se
sabe sobre a constituicdo deste tipo de extrato, o que se traduz em um limitado
namero de compostos polares identificados, como flavonoides, taninos e glicidios.
Normalmente utilizam solventes ou misturas de solventes com caracteristicas néo
polares, que contribui para a caracterizagdo de compostos ndo polares, como 0s
lignoides e terpenos. Este ultimo encontra-se majoritariamente no género Jatropha,
sendo possivel isolar mono, di e triterpenos nesta espécie (FELIX-SILVA et al.,
2014).

Os compostos, a seguir, foram isolados a partir do extrato de diferentes partes
da planta em diclorometano: metanol (1:1, v/v) por cromatografia em coluna de silica

em gel.
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Relativamente ao rizoma foi isolado o monoterpeno 1,4-epoxi-p-mentano-2-ol
(1). Foram isolados diterpenos de diversas partes de J. gossypiifolia, entre estes, o
citlalitriona (2), que despertou interesse para a semi-sintese de agentes
anticancerigenos, e jatrofenona (3), que apresenta atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus com a penicilina como referéncia. Outro diterpeno, 12-deoxi-
16-hidroxiforbol (DHPB) (4), foi isolado a partir do extrato semente por cromatografia
em contracorrente e possui atividade como promotor de tumores. A partir do extrato
das raizes, foi possivel isolar Jatrofolona (Jatropholone) A e B (5 e 6), faladona
(Falodone) (7), jatrofono (jatrophone) (8), e os seus derivados naturais, 2a-
hidroxijatrofono (9), 2B-hidroxijatrofono (10) e 2p-hidroxi-5,6-isojatrofono (11), que
apresentam atividade citotoxica, antiproliferativa de células leucémicas e tumorais e
atividade antibacteriana in vitro. A partir do extrato etandlico das folhas por
procedimentos de particdo sucessivos, cromatografia de silica em gel e
cromatografia em camada delgada (CCD),foram isolados os triterpenos (2a, 13a,
144, 20S)-2,24,25-trihidroxilanost-7-en-3-one (12) e (13a, 14pB, 20S)-2,24,25-
trihidroxilanosta-1,7-dien-3-one (13) (Figura 4) (FELIX-SILVA et al., 2014; DEVAPPA
et al., 2010; SABANDAR et al., 2013).

Figura 4 — Terpenos isolados na espécie J. gossypiifolia
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Legenda: 1) 1,4-Epoxi-p-mentano-2-ol, 2) Citlalitriona, 3) Jatrofenona, 4) 12-deoxi-16-hidroxiforbol
(DHPB), 5) Jatrofolona (jatropholone) A, 6) Jatrofolona (jatropholone) B, 7) Faladona (falodone), 8)
Jatrofono (jatrophone), 9) 2a-Hidroxijatrofono, 10) 23-Hidroxijatrofono, 11) 2B-Hidroxi-5,6-isojatrofono,
12) (2a, 13a, 14B, 20S)-2,24,25-Trihidroxilanost-7-en-3-one, 13) (13a, 148, 20S)-2,24,25-
Trihidroxilanosta-1,7-dien-3-one.

Fonte: (FELIX-SILVA et al., 2014; DEVAPPA et al., 2010; SABANDAR et al., 2013).

Outra classe encontrada e muito importante foi a dos lignoides, uma vez que
apresentam muitas estruturas isoladas e identificadas, tais como, lignanas e as
coumarino-lignanas (lignanas ndo convencionais). Entre os quais, Propacina (14),
gossipifana (15), gossipilina (16), jatrodieno (17), gossipidieno (18), cleomiscosina A
(19), isogadaina (20) e prasantalina (prasanthaline) (21), gadaina (22) e jatrofana
(jatrophan) (23) (Figura 5) (FELIX-SILVA et al., 2014; SABANDAR et al., 2013).
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Figura 5 — Lignoides isolados na espécie J. gossypiifolia
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Legenda: 14) Propacina, 15) Gossipifana, 16 Gossipilina, 17) Jatrodieno, 18) Jatrodieno, 19)
Cleomiscosina A, 20) Isogadaina, 21) Prasantalina (Prasanthaline), 22) Gadaina, 23) Jatrofana
(Jatrophan).

Fonte: (FELIX-SILVA et al., 2014; SABANDAR et al., 2013).

Também foram detectados e isolados alcaloides, como ricinina (24),
piperidina (25) e jatrofina (26). De diferentes extratos etandlicos das folhas, foi
realizada a identificagdo dos flavonoides apigenina (27), vitexina (28) e isovitexina
(29), a quem s&o atribuidos a atividade antioxidante (Figura 6) (FELIX-SILVA et al.,
2014).

Figura 6 — Alcaloides e flavonoides isolados na espécie J. gossypiifolia
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(27) (28)

(29)

Legenda: 24) Ricinina, 25) Piperidina, 26) Jatrofina, 27) Apigenina, 28) Vitexina, 29) Isovitexina.
Fonte: (FELIX-SILVA et al., 2014).

No emprego do latex foram isoladas proteinas, peptideos ciclicos, como
ciclogossina A e B (30 e 31) (Figura 7). No extrato éter de petréleo das sementes
foram identificados acidos graxos, tais como, acido caprilico, acido laurico, acido
lignocérico, acido linoleico, &cido oleico, acido palmitico, acido ricinoleico, acido
palmitoleico, &cido 12-hidroxi-cis-octadeca-9-endico (FELIX-SILVA et al., 2014;
SABANDAR et al., 2013; SCHMELZER et al., 2008).

Figura 7 — Peptideos ciclicos isolados na espécie J. gossypiifolia
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Legenda: 30) Ciclogossina A, 31) Ciclogossina B.
Fonte: (FELIX-SILVA et al., 2014; SABANDAR et al., 2013).
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2.3.3 Etnofarmacologia

A utilizacao de plantas na terapéutica, enquanto elemento cultural de um povo
€ importante fonte preliminar de informacdo na pesquisa com vistas ao
desenvolvimento e promoc¢ao do uso racional de fitoterapicos (MARIZ, 2007).

As espécies do género Jatropha vém sendo utilizadas popularmente, ao longo
dos anos, no tratamento de diversos males e algumas das propriedades medicinais
de J. gossypiifolia sdo comuns a outras espécies do género e sao atribuidas a toda
planta ou a partes especificas da mesma, como folhas, caules, raizes e sementes.
Sao preparadas através de infusdo, decoc¢do e maceracdo, podendo ser utilizadas
de formas distintas como oral, topica, ou banhos (FELIX-SILVA et al., 2014).

Os usos populares da planta de J. gossypiifolia podem ser como anti-
hemorrégica, antipirético, diurético, anticonvulsivantes, antisséptico, hepatoprotetor,
e no tratamento da diabetes e anemias. Esta planta também ¢é utilizada no
tratamento de disfonias, eczemas, abscessos, lepra, artrite, otite, alopecia, regulador
do fluxo menstrual, obstrucdes do trato gastrointestinal e reumatismos (FELIX-SILVA
et al., 2014).

Outros usos dessa espécie vegetal, além dos terapéuticos, sdo citados na
literatura, como a utilizacdo ornamental da planta devido a coloracdo arroxeada das
folhas. Também sdo comuns os relatos de que preparados de J. gossypiifolia
seriam Uteis em rituais religiosos contra 0s maus espiritos ou para a populacdo em
geral com finalidades misticas diversas, como a crenca de que seria uma das
plantas que protegem cacadores e cdes de caca de venenos animais. Ainda
destaca-se o cultivo desta planta em sequéncia para a construgdo de cercas vivas
contra incéndios e relampagos e a fixacdo de dunas. Outros beneficios para o ser
humano seriam o uso, por algumas populacdes, como inseticida, 0 emprego do 0leo
da semente tanto na preparacdo de tintas e sabdes quanto como lubrificante e
combustivel para motores tipo Diesel e ainda, na iluminagdo (LORENZI; MATOS,
2002; MATQOS, 2004).

2.3.4 Atividades farmacologicas

A despeito do reconhecido potencial toxico de diversas espécies de Jatropha,

varios autores tém demonstrado acOes terapéuticas de substancias quimicas
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extraidas desta planta. Como a jatrofona, principal constituinte quimico de
J. gossypiifolia, um diterpeno extraido que possui atividade relaxante de musculatura
lisa e cardiaca e capacidade de inibir a ligacdo do glutamato ao seu receptor
sugerindo acao antinociceptiva (CALIXTO; SANTANA, 1987; SILVA et al., 1995).

Ha propriedades terapéuticas relatadas para a J. gossypiifolia,como moderado
efeito sedativo e anticonvulsivante; efeito analgésico, relaxante da musculatura lisa
vascular e ndo vascular e como agente hipotensor (ABREU et al., 2003).

O efeito hipotensor do extrato etandlico (EE) de J. gossypiifolia foi
demonstrado por Abreu e colaboradores (2003) com a reducdo significativa da
pressao arterial sistélica em ratos normotensos e ndo anestesiados. Tiveram
percentuais de inibicio de 10,9 % e 13,3 % para 0Ss grupos tratados,
respectivamente, com doses de 125 mg/kg (v.0.) e 250 mg/kg (v.0.) do extrato. Esse
efeito foi atribuido a uma acdo vasorelaxante dependente da dose, demonstrado
experimentalmente, pelo extrato em produzir relaxamento em preparagao isolada de
anéis de artéria mesentérica (sem endotélio), pré-contraidas com norepinefrina ou
cloreto de calcio, quanto pela propriedade de inibir, de forma ndo-competitiva e dose
dependente, a contracdo vascular induzida pelos referidos agonistas. Os
experimentos realizados permitem supor que 0 mecanismo de acdo esteja
relacionado com antagonismo nao-competitivo em receptores al ou em outros
mecanismos pos- receptores e ainda com a inibicdo do influxo de calcio através da
membrana celular.

Um experimento utilizando tiras de Utero de ratos, foi realizado para testar a
contracdo da musculatura lisa uterina evocada por calcio, as quais foram incubadas
com extrato hidroetandlico (EHE) e fracdes cloroformica (FC) e aquosa (FA) de
partes aéreas de J. gossypiifolia. O EHE reduziu as contragcbes maximas em 27,3%
e 80,3% com doses de 0,5 e 1,0 mg / ml, respectivamente. A FC inibiu a
responsividade do musculo uterino ao célcio, fazendo com que a resposta contratil
maxima fosse reduzida em 27,4% e 45,1% com doses de 0,25 mg/ml e 0,5 mg/ml,
respectivamente. Por outro lado, este parametro foi apenas ligeiramente reduzido na
presenca da FA. Estes dados corroboram com estudos anteriores que demonstram
a inibicdo da contracdo induzida por calcio ou norepinefrina, promovendo o
relaxamento dos anéis adrticos de ratos previamente tratados. Tal fato, pode ser
atribuido, principalmente a presenca de diterpenos e triterpenos, entre eles a

jatrofona e seus derivados 2a-hidroxijatrofona e 2B-hidroxijatrofona que agem por
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mecanismos distintos, comprometendo 0s receptores de acetilcolina os quais
dificultam a despolarizacdo da célula, ativando os canais de potassio associada com
o blogueio dos canais de calcio e inibindo as vias mediadas pela proteina C-quinase
(PKC). Outros metabdlitos secundarios sao responsaveis pelo efeito relaxante sobre
o0 musculo liso do utero, comprometendo o influxo de célcio através dos canais de
calcio dependente de voltagem. O teste considerou que o EHE e a FC causaram
uma concentracdo dependente e efeito inibidor ndo competitivo na contracao
induzida por calcio em preparacdes de musculo uterino isolado de ratos,
contribuindo para validar a planta como espasmolitica e tocolitica, porém mais
estudos sdo necessarios para identificar os compostos bioativos (PAES et al., 2012).

Silva e colaboradores (2011) em estudo com as partes aéreas de
J. gossypiifolia investigaram a atividade antiespamaodica, através da acao da planta
na velocidade do transito intestinal e atividade contréatil induzida por acetilcolina
(Ach) e calcio no jejuno isolado de ratos. Doses orais de extrato hidroetandlico
(EHE) da planta (500, 1000 e 2000 mg/Kg) causaram reducdo na velocidade do
transito do intestino delgado, com inibicdo da da motilidade 37,6 a 52,7 e 57,1%
quando comparado ao grupo controle, efeito este semelhante a droga padréo
atropina (1lmg/Kg) de 39,5%. Para investigar a reducdo da velocidade do transito
intestinal causado pelo EHE, foi avaliada a contracdo do jejuno isolado de rato
induzida pela Ach e calcio com reducédo da resposta maxima de contracdo para a
Ach, usando EHE (0,5; 1 e 2 mg/ml) em 12,6, 29,9 e 49,3%, sugerindo a presenca
de um ou mais compostos antiespasmaodicos, que suprimiram as respostas para a
Ach através de ambos mecanismos competitivo e ndo competitivo, manifestando
uma possivel atividade anticolinérgica muscarinica. Para examinar o comportamento
dos principios ativos presentes no EHE, as fragfes aquosa (FA) e cloroformica (FC)
também foram estudadas em preparacoes de jejuno isolado de rato com contracdes
induzidas por Ach. A FA reduziu a contracdo maxima atraves de um fator de 3 em
relacdo ao controle, indicando antagonismo competitivo dos receptores
muscarinicos, com atividade anticolinérgica. A FC 0,1 e 0,5 mg/ml reduziu a resposta
maxima para Ach em 14,7 e 37,5, respectivamente, sugerindo uma possivel
atividade anticolinérgica muscarinica e a presenca de outro componente
antiespasmadico. A fim de elucidar o possivel mecanismo do efeito antiespasmaodico
da FC, investigou-se a interferéncia da FC com o0s canais para calcio operado por

voltagem, tratando previamente o jejuno com solugéo despolarizada de tyroide’s e
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apos contraido com concentracfes crescentes de cloreto de célcio. Na presenca da
FC 0,05 e 1mg/ml, a resposta maxima foi reduzida, de maneira dependente da
concentracdo até 28,7% e 52,9%, comparado ao controle, respectivamente,
indicando que o efeito antiespasmadico, é possivelmente mediado por substancias
que podem alterar a mobilizacdo de calcio para dentro das células e que sé&o
responsaveis pelo efeito ndo competitivo obtido no teste com a Ach. Estas
propriedades, podem explicar o uso do género Jatropha como agente antidiarreico
na medicina tradicional, seguido de mais estudos para melhor entender os
mecanismos envolvidos e a identificacdo dos compostos ativos responsaveis pelos
efeitos farmacoldgicos observados.

A J. gossypiifolia, estd incluida na lista nacional de plantas medicinais de
interesse ao sistema publico de salde Brasileiro (RENISUS), sendo utilizada
popularmente, como antiinflamatério. Félix-Silva e colaboradores (2014) avaliaram a
atividade antiinflamatoria local (via topica) e sistémica (via oral) pelo método de
edema de pata em ratos induzido pela carragenina, bem como a caracterizacao
fitoquimica para o extrato aquoso das folhas desta espécie. O screening revelou a
presenca de alcaloides, gomas, fendis, resinas, saponinas, compostos de enxofre e
flavonoides-C-glicosideos, como sendo, provavelmente, o principal composto no
extrato. A avaliacdo sistémica e local, apds administracdo do extrato, mostrou-se
eficaz, provocando a inibicdo do edema em 16,98%, 55,29%, 51,47%, 0%, 37,79% e
54,10% para os animais tratados com doses de 50 mg/Kg (v.0), 100 mg/Kg (v.0),
200 mg/Kg (v.0), 1% (v.t), 2% (v.t) e 3% (v.t), respectivamente. Em ambas as vias
testadas, o pico de inibicdo do edema ocorreu, em torno da 32 hora apés a injecéo
de carragenina, o que corresponde ao periodo em que ha, principalmente, a
producdo de prostaglandinas, sugerindo um efeito inibitério sobre a acdo da
cicloxigenase. A menor atividade antiedematogénica topica, pode estar relacionada
com uma baixa absorcdo ou permeabilidade dos constituintes do extrato
incorporados aos lipogéis, quando usados na superficie plantar dos animais, porém
foi por esta via que ocorreu a melhor acéo inibitoria do extrato (= 50%), na dose de
5%, quando comparado ao padrdo anti-inflamatério indometacina. Os resultados
obtidos com o este experimento, revelaram o potencial antiinflamatorio do extrato
aquoso das folhas de J. gossypiifolia, que pode servir de fonte para novos farmacos
a base de plantas anti-inflamatérias, agindo por um mecanismo ainda desconhecido,

mas que parcialmente pode ser indicada uma acéo sobre mediadores eicosandides,
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considerando o mecanismo inflamatoério da carragenina. Isto justifica parte dos seus
principais usos populares na medicina tradicional, ressaltando também a importancia

de sua inclusdo no RENISUS.

2.4 RADICAIS LIVRES

Radicais livres podem ser basicamente definidos como quaisquer espécies
capazes de existir independentemente de conter um ou mais elétrons
desemparelhados (equagbes 1 e 2) sendo constantemente produzidos durante o
funcionamento celular normal em organismos aerébios e, quando em baixas
concentracbes, sdo benéficos para as células, estando integrados em diversos
processos fisiologicos de sinalizacdo e regulacdo. S&o moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas e sua presenca é
critica para a manutencdo de muitas funcdes fisiolégicas normais (PETISCA, 2008;
HALLIWELL, 2011).

Um elétron desemparelhado é aquele que ocupa sozinho um orbital atémico
ou molecular. A presenca de um ou mais elétrons desemparelhados geralmente faz
com que radicais livres sejam fracamente atraidos a um campo magnético (isto é,
sdo paramagnéticos), o que faz com que algumas vezes sejam altamente reativos,
ainda que a reatividade quimica dos radicais varie bastante. Radicais sdo formados
pela perda de um Uunico elétron de uma espécie nao radicalar (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007):

X —é — X (céation radicalar) (1)
ou
Y + é — Y” (&nion radicalar) (2)

Radicais também podem ser formados por fissdo homolitica, quando uma
ligacdo covalente é quebrada e cada elétron do par compartilhado permanece com

uma parte da molécula quebrada, como mostra a equacéao 3:

AB— A'+B’ 3)
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Rigorosamente falando, a molécula de oxigénio diatbmica pode ser também
definida como um radical livre, j& que ela possui dois elétrons desemparelhados.
Uma das rea¢cBes mais importantes do oxigénio € a sua reducado a agua, uma reacao
cujo potencial formal é de +0,85 V vs. EPH em pH 7.Embora esta reacdo seja
termodinamicamente favoravel, as redugcbes de oxigénio envolvendo a troca de 4
elétrons sdo muito raras. A reducdo de oxigénio procede normalmente via etapas de
1 ou 2 elétrons e podem apenas ocorrer desde que uma primeira reacao de 1 elétron
tenha ocorrido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O oxigénio reage fracamente com outros radicais porque a transferéncia de
elétron ao oxigénio € restringida pelo principio de Pauli. Uma vez que 2 elétrons
desemparelhados estejam localizados em dois diferentes orbitais 8 e tenham spins
paralelos, o oxigénio estara limitado a aceitar um elétron de cada vez (alguns
catalisadores sao capazes de quebrar esta restricdo de spin). Estes fatores
determinam a reatividade quimica e bioquimica do oxigénio. Isso é algo crucial na
biologia porque o consumo de oxigénio € regulado por sua reatividade cinética. Com
isso, 0 oxigénio pode coexistir dentro da célula com varios agentes redutores, sem,
no entanto, reagir rapidamente com eles, o que previne as reagdes de oxigénio
randémicas que destruiiam um grande numero de componentes celulares
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

2.4.1 Oxigénio e seus derivados

O oxigénio também pode existir em mais formas reativas, isto €, duas formas
de oxigénio singlete, o radical superdxido e o ion peréxido. O radical superdxido,
0,7, é formado quando um Unico elétron é adicionado a uma molécula de O,
(equacdo 4), e o fon peréxido, O,>", é formado pela adicdo de 2 elétrons ao O
(equacdo 5). O 0,* ndo é um radical e é facilmente reduzido a duas moléculas de
6xido, 20%". A adicdo de 4 elétrons leva a formacdo de &gua (equacdo 6)

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

02 + é — OZ._ (4)
O, +2é + 2H" — H,0O, (5)
O, +4é +4H" —> 2H,0 (6)
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O radical superoxido pertence as ERO. Este termo comprEHEnde néo apenas
radicais de oxigénio, mas também alguns derivados de oxigénio ndo-radicalares,
como H,0,, HOCI e O3 (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A tabela 1 mostra as

assim chamadas ERO.

Tabela 1 — Exemplos de ERO radicalares e ndo-radicalares

Radicais N&o radicais

Superoxido, O, Perdxido de hidrogénio, H,O,

E'dm)fl"a,;go. Acido hipocloroso, HOCI
eroxila, .

Alcoxila, RO’ Oz0nio, Os

Hidroperoxila, HO,' Peréxidos organicos, ROOH

Fonte: Adaptado (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Varios modelos tém sido usados e desenvolvidos na pesquisa de ERO.
Métodos envolvendo a medida de DNA e/ou danos a proteinas expostas a radicais
livres, ensaios para a determinacéo de perdxido de hidrogénio, radical superoxido e
oxigénio singlete, ressonancia de spin eletrdnico (ESR), spin trapping, radiélise de
pulso, método de degradacéo de desoxirribose, entre outros, tém sido empregados
com o objetivo de clarificar o papel das ERO no estresse oxidativo e em outras
doencas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Na prética, a Unica técnica que
consegue observar radicais livres diretamente € ESR. A ESR é uma técnica
espectroscopica que detecta elétrons desemparelhados e, assim, é especifica para
radicais livres.

A maioria dos radicais livres, em sistemas bioldgicos possui elétron
desemparelhado centrado nos atomos de oxigénio, sendo derivados de ERO e
distribuindo-se entre os grupos de radicais hidroxila (HO"), superéxido (O,7) e
peroxila (ROO"), mas os derivados de nitrogénio (espécies reativas de nitrogénio,
ERN) também existem e possuem um importante papel no estresse oxidativo, que &
definido como uma condigcdo de alta atividade pro-oxidante devido aos radicais
livres. Os radicais livres mais reativos e danosos sdo o radical hidroxila HO',e o
anion peroxinitrato, ONOO™ (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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2.4.2 Principais espécies reativas derivadas de O2 (ERO)
2.4.2.1 Radical Anion Superdxido (02+-)

O radical superdéxido € gerado continuamente por diversos processos
celulares (na cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, no microssomo,
através de enzimas como a xantina oxidase e NADPH oxidase) ou pela reducéo
monoeletrbnica de oxigénio. Em meio aquoso, sua reacao principal é a dismutacao,
na qual se produz uma molécula de perdéxido de hidrogénio e uma molécula de
oxigénio (equacgéo 7). Ele também é uma base fraca cujo acido conjugado, o radical
hidroperéxido (HOQ"), é mais reativo (equacgdo 8) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
RIBEIRO et al., 2005; VALKO et al., 2007).

2 Og._ + 2H —— H,O, +0, (7)

0,” + H+ «<——— HOO’ (8)

O superéxido é menos reativo que o radical hidroxila e ndo reage com a
maioria das moléculas biolégicas sendo que, dentre os aminoacidos, o Unico que
sofre oxidacdo pelo radical O,™ é a cisteina. Sua reatividade com n&o-radicais é
influenciado pelo solvente e pelo pH (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Em certos processos quimicos importantes no contexto biolégico, a
participacéo do anion radical superéxido € fundamental. O principal deles é o auxilio
na producdo de radicais hidroxila ((OH), através da reducao de quelatos de Fe (lll)
(equagédo 9), formando Fe(ll). Assim, o ‘OH pode ser obtido através da reacdo de
Haber-Weiss (VASCONCELOS et al., 2007). (Equagéao 10).

0, + Fe¥'——> [Fe*— O«—>Fe?—0,] ——— Fe* +0, (9)

02._ + H,0p ———» OH '+ HO + 0, (10)

Além disso, o radical superoxido possui a habilidade de liberar Fe (Il) das
proteinas de armazenamento e de ferro-sulfoproteinas, tais como ferritina e
aconitase, respectivamente (VASCONCELOS et al., 2007).
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Apesar dos efeitos danosos, o radical O,™, tem importancia vital para as
células de defesa e sem ele o organismo estaria desprotegido contra infeccdes
causadas por virus, bactérias e fungos. Para combater corpos estranhos, o radical
O, ocorre de forma espontanea e é gerado in vivo por fagécitos ou linfécitos e
fibroblastos durante o processo inflamatério e na membrana mitocondrial, através da
cadeia respiratoria. Os fagoécitos o produzem com auxilio da enzima leucdcito
NADPH oxidade, que catalisa a reducdo por um elétron de O2 com gasto de uma
molécula de NADPH (equacao 11). Além disso, também pode ser produzido por
flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases (FERREIRA et al., 1997; RIBEIRO
et al., 2005; VALKO et al., 2007).

20, + NADPH — 20, + NADP" + H* (11)

O radical formado € bactericida fraco, capaz de inativar proteinas
ferrosulfurosas das bactérias, porém gera alguns produtos que possuem forte
atividade antimicrobiana, tais como acido hipocloros (HOCI), peréxido de hidrogénio
(H20,) e peroxinitrito (ONOO-) que sdo os principais responsaveis pelo combate a
corpos estranhos (VASCONCELOS et al., 2007).

O anion radical superéxido ainda funciona como sinalizador molecular através
da sua capacidade de oxidar grupos —SH em ligacGes dissulfeto (equacdo 12),

podendo ativar e desativar enzimas que contenham metionina (VALKO et al., 2007)

20, +2RSH —— 2HOO + RSSR (12)

2.4.2.1 Radical Hidroxil (HO")

O radical hidroxil (HO"), teoricamente, € o mais reativo das ERO, com um
curto tempo de meia-vida, de aproximadamente 10° s. Ele pode oxidar qualquer
molécula biologica. Assim, quando produzido, in vivo, dificimente pode ser
sequestrado e uma vez formado, o organismo ndo dispédem de mecanismo de
defesa para combaté-lo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; RIBEIRO et al., 2005;
VALKO et al., 2007).
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As principais vias de formacao do radical HO" séo pela reacédo de peréxido de
hidrogénio (H.O,) com metais de transi¢cdo (equacdo 13) e pela homdlise da agua
por exposicdo a radiacdo ionizante (equagcdo 14) (RIBEIRO et al.,, 2005; VALKO
et al., 2007).

H,0, + M ——— M™D + HO® * HO (13)
Luz UV
H,0 ————» HO  +H’ (14)

A incidéncia de radiagcéo no ultravioleta, raios gama e raios X podem produzir
radicais hidroxil nas células da pele. O atague intensivo e frequente deste radical
pode originar mutacdes no DNA e, consequentemente levar ao desenvolvimento de
cancer em seres humanos (VALKO et al., 2007).

Para se estabilizar, o radical HO" promove, principalmente, a abstracdo gde
hidrogénio e/ou a adicdo a insaturacdes de moléculas proximas. No DNA, este
radical pode modificar tanto as bases nitrogenadas (puricas e pirimidicas) quanto a
desoxirribose sendo que quando ocorre 0 ataque no acucar, quase sempre leva a
ruptura da cadeia de DNA. Além disso, o HO pode reagir com aminoacidos e
proteinas gerando clivagens de liga¢cfes, o que pode ter como consequéncia a perda
da atividade enzimatica (inativacdo de varias proteinas) dificuldades no transporte
ativo através das membranas celulares, citélise e morte celular. Os &cidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares também s&o susceptiveis ao ataque do
radical hidroxil, dando inicio a peroxidacao lipidica (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
VALKO et al., 2007).

2.4.2.2 Radicais Peroxil (RO") e alcoxil (RO")

Os radicais peroxil e alcoxil sdo bons agentes oxidantes, tendo valores de
E° altamente positivos. O radical peroxil mais simples é o radical hidroperoxila
(HO"), forma protonada do radical superéxido. Esses radicais (RO," e RO’) podem
abstrair um atomo de hidrogénio de outras moléculas, uma reacdo importante na
peroxidacéo lipidica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A decomposicéo de peroxidos pelo aquecimento ou pela catalise de metais de

transicdo pode gerar tanto o radical peroxila como o alcoxila. No organismo esses
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radicais sao formados durante a decomposicéo de perdxidos organicos e reacdes de
carbono radicalar com oxigénio, como na peroxidagao lipidica. Os radicais peroxil e
alcoxil aromaticos tendem a ser menos reativos que os alifaticos, uma vez que 0s
elétrons se deslocam no anel benzénico (VASCONCELOS et al., 2007).

2.5 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Atualmente existe um grande interesse no estudo da atividade antioxidante
devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no
organismo humano (RIZEA et al., 2010).

Antioxidante é qualguer substancia que tem a capacidade de reduzir
eficazmente um composto pré-oxidante (que induz danos oxidativos), inibindo ou
retardando a oxidacdo, com formacédo de produtos mais estaveis e com um nivel de
toxicidade baixo ou nulo, mesmo quando presente numa pequena concentracao
comparativamente a do substrato oxidavel (VALENTAO, 2002; BORA et al., 2005;
APAK et al., 2007; MAGALHAES et al., 2008).

Para que haja um funcionamento normal do organismo torna-se essencial a
existéncia de um equilibrio entre a producao e a eliminacao dos radicais, ou seja, a
capacidade de defesa antioxidante. Se uma célula tender para a perda desse
equilibrio, no sentido da formacao de radicais livres em excesso, 0 organismo entra
em estresse oxidativo, o que pode levar a diversas consequéncias negativas para o
funcionamento celular e o despertar de variadas patologias (FERREIRA et al., 2007;
MAGALHAES et al., 2008; DUDONNE et al., 2009).

Os mecanismos de defesa contra radicais livres induzidos pelo estresse
oxidativo envolvem: mecanismos preventivos mecanismos de reparo, defesas fisicas
e as defesas antioxidantes. Existem trés tipos de compostos, 0s quais podem
diretamente suprimir a formacdo de radicais livres, que séo: os antioxidantes
(enzimaticos e nao enzimaticos), os “varredores” de radicais livres e 0s quelantes
(RIBEIRO et al., 2005; VALKO et al., 2007).

Os antioxidantes promovem a supressao da formacdo de radicais livres,
através de reacao direta com estes (Figura 8) para formar novos radicais inativos ou
quelar metais de transicdo, cataliticamente ativos para formar complexos inativos
(VALKO et al., 2007).
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Figura 8 — Reacéo direta dos antioxidantes (Ant) com os radicais livres (RL)
RL"+ AntH —> RLH + Ant’

Fonte: Adaptado (VALKO et al., 2007).

Antioxidantes enziméticos séo constituidos por sistemas enzimaticos capazes
de bloquear o inicio da oxidacdo gracas a existéncia de metais com multiplas
valéncias no seu centro ativo, que impedem que elas préprias se tornem espécies
radicalares. Dentro das enzimas antioxidantes, o primeiro sistema € composto pela
superoéxido dismutase (SOD), o segundo pela catalase (CAT) e o terceiro é formado
pela glutationa (GSH) em conjunto com duas enzimas: glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR) (DUDONNE et al., 2009).

A SOD catalisa a dismutacdo do anion radical superoxido em H,O, e O,, na
presenca de préton H*. A CAT, uma hemeproteina citoplasmatica, catalisa a reducéo
do H,0; a H,0 e O, (equacao 15).

Catalase
2H,0, — 0O, + 2H,0 (15)
NADPH

A GPx catalisa a reducao do H,O, em H,O e O, pela conversao da glutationa
reduzida (GSH) para glutationa oxidada (GSSG) e logo em seguida a GSH é
regenerada (equacdes 16-18) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VALKO et al.,
2007).

GPx

2GSH + H,0, ———> GSSG + 2H,0 (16)
GR

GSSG + NADPH + HY ——» 2GSH + NADP* a7)
GSH

H,O, + NADPH+H ——— NADP* + 2H,0 (18)

Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem, entre outros, compostos como a
glutationa (GSH), o a-tocoferol (vitamina E), o acido ascoérbico (vitamina C), o acido
lipoico, os carotenoides e os compostos fendlicos. Estes compostos interagem com

as espécies radicalares sendo consumidos durante a reagdo (MOREIRA,
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MANCINI-FILHO, 2004; ANGELO; JORGE, 2007; FERREIRA; ABREU, 2007,
AFONSO, 2010).

A glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina, GSH), € um
importante antioxidante ndo enzimatico que desempenha varias funcbes no
organismo, como por exemplo, no metabolismo, transporte, catalise, manutencéo de
proteinas, etc. Como composto redox, a glutationa atua como um “varredor’ de
radicais livres e como um doador de elétrons no ciclo redox da glutationa peroxidase
e da glutationa redutase que catalisa a reducdo de peroxidos. (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; RIBEIRO et al., 2005; VALKO et al., 2007).

O acido ascorbico e GSH sdo os mais importantes antioxidantes sollveis em
meio aquoso encontrados nos organismos vivos. A atividade antioxidante da
glutationa é especialmente importante no cérebro, que contém niveis relativamente
baixos de SOD, catalase e glutationa peroxidase. Neste caso, a alteracdo do
metabolismo de GSH pode contribuir para patogénese de doencgas

neurodegenerativas como a doencga de Parkinson (VALKO et al., 2007).

2.5.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos fazem parte do metabolismo secundério das plantas
e Sao essenciais para 0 seu crescimento, pigmentacdo e reproducdo, atuando
igualmente como agentes antipatogénicos e de resposta a condi¢cdes de estresse
como, por exemplo, a existéncia de ferimentos ou a exposicdo intensa a radiacao
ultravioleta e agem como mecanismo de defesa para tornar os tecidos vegetais
indesejaveis a potenciais predadores. Sao derivados de duas rotas sintéticas
principais: via do chiquimato e via acetato (Figura 9) (ANGELO; JORGE, 2007).



60

Figura 9 — Via Biosintética da formacao de fendlicos em plantas
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Fonte: Adaptado (ANGELO; JORGE, 2007).

Sao membros de uma classe de compostos naturais que recentemente tem
sido objeto de consideravel interesse cientifico e terapéutico, uma vez que tém sido
relatadas importantes atividades biolégicas, tais como, acdes antialérgicas,
antivirais, antiinflamatérias, vasodilatadoras e antioxidantes (DUDONNE et al.,
2009).

O termo “fendlico” ou “polifendlico” pode ser definido como sendo uma
substancia que tem um ou mais nucleos aromaticos contendo substituintes
hidroxilados e/ou seus derivados funcionais (ésteres, éteres metilicos, glicosideos e
outros) (FERREIRA; ABREU, 2007).

Os écidos fendlicos existem em todas as plantas e alimentos vegetais. Eles
sdo, em sua maioria, derivados dos &cidos hidroxibenzoico e hidroxicindmico.
Porém, apenas uma pequena fracdo deles est4 na forma de acido livre. A fracédo
majoritaria destes esta ligada a ésteres, éteres, acetais ou proteinas, ligninas,
flavonoides, glicoses e terpenos. Isso torna a determinacdo dos acidos fendlicos
complexa. Ja os flavonoides ocorrem geralmente como derivados glicosilados em
plantas (DUDONNE et al., 2009).

Além de varios vegetais, 0os compostos fendlicos sédo encontrados em
sementes, frutos secos, graos e especiarias, bem como nas bebidas, como vinho,
cha, e cevada (PIETTA, 2000).

Os acidos fendlicos sdo compostos que apresentam um anel benzénico, um
grupo carboxilico e um ou mais grupos hidroxila. Estes podem ser divididos em dois
grupos. O primeiro grupo sao os derivados do acido hidroxibenzodico, que

apresentam sete atomos de carbono (C6-C1) e sdo os acidos fendlicos mais simples
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encontrados na natureza. Sua férmula geral e denominacdo séo representadas na
Figura 10-A. O segundo grupo sdo os derivados do acido hidroxicinamico, que
apresentam nove atomos de carbono, conforme mostra a Figura 10-B (C6-C3)
(ANGELO; JORGE, 2007; APAK et al., 2007).

Figura 10 — Estrutura quimica dos acidos fendlicos
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Legenda: A) acido hidroxibenzéico, B) acido hidroxicinamico.
Fonte: Adaptado (ANGELO; JORGE, 2007).

A estrutura basica dos flavonoides € um esqueleto de 15 atomos de carbono
composto do tipo C6-C3-C6, dispostos em dois anéis aromaticos, que sao
denominados A e B, conectados por uma ponte de trés carbonos, que contém um
atomo de oxigénio (anel C) (Figura 11) (PIETTA, 2000).

Figura 11 — Estrutura basica dos flavonoides
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Fonte: (PIETTA, 2000).

Os flavonoides séo classificados em grupos pelo nivel de oxidacdo e no
padrdao de substituicAio no anel C, resultando em importantes classes como
flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis ou catequinas, isoflavonas e
antocianidinas. Enquanto os compostos individuais, dentro de um mesmo grupo, séo

diferenciados pelo padréo de substituicdo dos anéis A e B (PIETTA, 2000).
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Os flavonoides séo, geralmente, hidroxilados nas posigoes 3, 5, 7, 3, 4 e 5.
Alguns desses grupos hidroxila podem ser metilados, acetilados ou sulfatados.
Quando glicosideos sdo formados, a ligacéo glicosidica é normalmente localizada na
posicdo 3. Os glicosideos mais comuns sédo L-ramnose, D-glicose, glucorhamnose,
galactose, ou arabinose (APAK et al., 2007).

Apesar de serem agliconas, na natureza, os flavonoides encontram-se
geralmente na forma glicosilada, gragcas a sua conjugacdo com acgucares. Possuem
atividades fisiolégicas e farmacologicas diversificadas, como estrogénica,
antitumoral, antimicrobiana, antialérgica, antiinflamatéria e a bem conhecida
atividade antioxidante (APAK et al., 2007; DAS; ROSAZZA, 2006; FERREIRA,
ABREU, 2007).

Alguns flavonoides tém demonstrado efeito benéfico em relacdo ao diabetes
mellitus, agindo em varias vias, como na captacao e regulacao bioquimica da glicose
e em sua tolerancia, perfil lipidico, biossintese do glicogénio e liberacéo de insulina.
Sua atividade antioxidante esta relacionada as caracteristicas de sua molécula,
agindo como anti-radicais hidroxila, anion superéxido e evitando a peroxidacdo
lipidica (VOLPATO et al., 2008; CUNHA et al., 2010).

Os compostos fendlicos sdo classificados como potentes inibidores de danos
oxidativos. Esta sua acdo parece relacionar-se com a existéncia de um ou mais
grupos hidroxilicos ligados aos seus anéis aromaticos. Assim, 0s compostos com
maior numero de grupos hidroxilicos e de ligagbes duplas sdo, normalmente,
aqueles que apresentam um potencial antioxidante mais elevado. No entanto, essa
mesma eficacia decresce com a presenca dos agucares aos quais estdo ligados,
visto que os glicosidios sdo muito menos bioativos, em comparacdo com as
agliconas correspondentes (LANDETE, 2012; SALAH et al., 1995).

Os efeitos antioxidantes dos compostos fendlicos podem ser explicados por
sua prevencao a peroxidacao lipidica através da estabilizacdo de radicais livres de
iniciagdo lipidica tais como, superoxido, hidroxil e peroxil. Outro efeito, muito
importante, € a quelagdo de ions metalicos, por exemplo, a complexa¢cdo com ions
ferro, suprimindo a reacéo de Fenton (APAK et al., 2007).

Muitos autores tem tentado elucidar a relacdo estrutura-atividade dos
compostos fendlicos quanto ao poder antioxidante. No entanto, isso € uma tarefa

dificil, j& que o potencial antioxidante pode ser determinado por varios fatores, dos
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quais a lipofilicidade, a quelagao de ferro, e a limpeza de radicais livres sdo 0s mais
importantes (PIETTA, 2000; SIMOES et al., 2004).

Além da atividade antioxidante, os compostos fendlicos possuem
propriedades antienvelhecimento, anticarcinogénicas, anti-inflamatorias e inibitérias
da proliferacdo celular, a maioria delas atribuidas as suas capacidades redutoras
intrinsecas, podendo também oferecer uma protecdo indireta por ativacdo de
sistemas de defesa endbdgenos e por modelacdo de processos de sinalizacéo
celular, sendo cada vez mais considerados como eficazes agentes de protecéo
(MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

2.5.2 Compostos terpénicos

Os compostos terpénicos pertencem a classe dos metabdlitos secundarios
em plantas, os quais nao estdo diretamente envolvidos nos processos de
crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos organismos. Porém a auséncia
desses metabdlitos afeta a sobrevivéncia, fecundidade ou estética do organismo a
longo prazo. (MARIOT; BARBIERI, 2007; MUFFLER et al., 2011; EMERY et al.,
2010).

Existem mais de 30.000 terpenos conhecidos, produzidos por vegetais e
outros organismos terrestres e marinhos, inclusive animais, fungos e bactérias.
Alguns sdo hidrocarbonetos simples, outros contém em sua estrutura atomos de
oxigénio ou nitrogénio ligado as suas cadeias carbfnicas. Muitos monoterpenos e
sesquiterpenos, por serem compostos volateis, compdem Oleos essenciais, como
por exemplo o mentol extraido da menta (RHOURRI-FRIH et al., 2013; MUFFLER
et al., 2011; EMERY et al., 2010).

Os terpenos pertencem a uma classe de hidrocarbonetos e estao distribuidos
no reino vegetal especialmente nas plantas que possuem clorofila abundante,
constituindo assim a maior e mais diversificada classe de produtos naturais. Podem
ocorrer também em animais (esqualeno e lanosterol) onde se manifestam com
estrutura mais complexa (EBERHARD, 2006).

Durante algum tempo foram considerados empiricamente constituidos a partir
de uma molécula de isopreno (CsHg). O termo terpenos é frequentemente estendido
para os terpenos, que sdo derivados oxigenados destes hidrocarbonetos
(EBERHARD, 2006).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Crescimento_celular
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Desenvolvimento_biol%C3%B3gico&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Reprodu%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sobreviv%C3%AAncia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fecundidade
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A formacédo biologica dos terpenos (Figura 12) ocorre pela combinacdo de
duas moléculas de &cido acético gerando o acido mevalbnico (C¢H12,04) € conversao
do ultimo para o pirofosfato de isopentenilo, que contém cinco atomos de carbono na
forma de isopreno. Outras transformacdes do composto isopentenil podem produzir

uma grande variedade de terpenos e terpenos (EBERHARD, 2006).

Figura 12 — Representacdo esquematica de formacdo dos principais grupos de
terpenos
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Fonte: Adaptado (DEWICK, 2009).

Os isoprenos sao produtos de decomposicdo de varios hidrocarbonetos
ciclicos. O dimetil-alil-difosfato (DMAPP) e o isopentenil-difosfato (IPP) sé&o
considerados isoprenos ativos e participam da formacdo de terpenos. Sao
sintetizados pela via do &cido mevalonico e pela via do 2C-metil-eritritol-4P
(DEWICK, 2009).

Na via do acido mevaldnico (MVA), a sintese dessa substancia se da pela
unido de trés moléculas de acetil-CoA, sendo que duas sdo unidas inicialmente
formando aceto-acetil-CoA e a terceira em adicao aldol-estereoespecifica, formando
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Apés duas reducdes (tio-ester para aldeido
e aldeido para alcool) € enfim sintetizado o &cido mevaldnico. Este, apos
descarboxilagdo e mediante gasto energético de trés ATPs, resulta em IPP, que
pode ainda ser isomerizado em DMAPP (DEWICK, 2009).

Na via do 2C-metil-eritritol-4P (MEP) ocorre fusdo de acido pirivico com
gliceraldeido-3P, ambos compostos intermediarios do ciclo de Krebs. Apds a fusao,
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ocorre isomerizacdo em 2C-metil-D-eritritol-ciclo-fosfato e depois em 4-hidroxi-3-
metil-but-2-enil-PP, composto que origina IPP ou DMAPP (DEWICK, 2009).

Os terpenos apresentam a maioria dos grupos funcionais conhecidos em sua
estrutura, de modo que estes ndo fornecem um meio util de classificacdo. No
entanto o nimero e a organizacdo estrutural dos atomos de carbono € uma
caracteristica definitiva. Como os terpenos podem ser considerados compostos
derivados de unidades de isopreno (mais precisamente isopentano), estes podem
ser classificados de acordo com o numero de unidades de isopreno (figura 13) e

namero de atomos de carbono, de acordo com a tabela 2 (EBERHARD, 2006).

Figura 13 — Estrutura molecular do isopreno

Fonte: (EBERHARD, 2006).

Tabela 2 — Classificacdo dos compostos terpénicos de acordo com o namero de
unidades de isopreno

Classificacéo Unidades de isopreno N° de atomos de C
Hemiterpenos 1 Cs
Monoterpenos 2 Cio
Sesquiterpenos 3 Cis
Diterpenos 4 Cyxo
Sesterterpenos 5 Coxs
Triterpenos 6 Csyo
Tetraterpenos 8 Cuo
Politerpenos N C,

A classe dos triterpenos (figura 14) se encontra abundante na natureza
particularmente em resinas. Podem ocorrer como ésteres ou glicosideos (muitas
vezes chamados saponinas - moléculas composta de acUcares ligados a esterdides
ou tripterpenos - devido a sua capacidade de fazer espuma em solu¢gdes aquosas).
Eles sdo derivados essencialmente de acoplamento de dois precursores de

sesquiterpenos e podem ser alifatico, tetraciclico ou pentaciclicos (SELL, 2006).
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Figura 14 — Estrutura genérica de um triterpeno pentaciclico
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Fonte: (SELL, 2006).

Os esterdides sao triterpenos modificados, mas sao provavelmente mais
conhecidos por seu papel como hormdnios, por exemplo, testosterona, estrogénio e
progesterona. Esterdides, tais como cortisona (figura 15), sdo mais frequentemente
utilizados como agentes anti-inflamatérios, mas possuem outras fun¢cdes como seu

uso em pilulas anticoncepcionais. (SELL, 2006).

Figura 15 — Estrutura molecular da cortisona, um esteroide triterpénico
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Fonte: (SELL, 2006).

As saponinas, apesar de possuirem uma distribuicdo mais restrita na natureza
guando comparadas aos triterpenos, sao de grande importancia e interesse devido a
sua relacdo com compostos como horménios sexuais, cortisona, esteroides
diuréticos, a vitamina D e glicosideos cardiacos. As saponinas esteroides C27
podem servir como precursores quimicos para a sintese de compostos
antiinflamatorios e drogas contraceptivas. Ja as triterpénicas (Figura 16) podem ser
classificadas em trés grupos (a-amirina, B-amirina e lupeol) e sdo formados pela

substituicdo de um grupo metila por um grupo carboxilico na posi¢do 4, 17 ou 20.
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Materiais vegetais contém muitas vezes estas saponinas em quantidades
consideraveis, o que é de grande valia, pois possuem propriedades antimicrobiana,
antifingica, antiinflamatdérias, expectorante, antitussigeno e anti-hemorroidal (SELL,
2006).

Figura 16 — Estrutura molecular das amirinas e saponinas triterpénicas

B-amirina

Fonte: (SELL, 2006).

2.6 METODOS IN VITRO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Diversas metodologias para medicdo da atividade antioxidante sdo descritas
na literatura, principalmente, para amostras de fluidos biolégicos, extratos de
alimentos e plantas, e compostos puros. Cada método varia quanto ao tipo de
radical gerado, ao indicador de oxidacdo empregado e ao método de deteccdo e
quantificacdo usado. Em todos esses ensaios, um radical € gerado e reage com
moléculas-alvo, para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou
ganho de sinais de ESR (Ressonancia do Spin Eletrdnico) ou outra mudanca
mensuravel. A presenca de antioxidantes altera esses sinais, 0 que permite sua
analise quantitativa (VASCONCELOS et al., 2007).

Para se ter uma avaliagdo mais precisa da atividade antioxidante de uma
determinada substancia, € necessario saber quais tipos de radicais sdo gerados,
como, onde e a extensdo do dano causado. Assim, o entendimento sobre os efeitos
dos compostos antioxidantes somente pode ser aperfeicoado se metodologias mais
especificas forem utilizadas, e se estas forem capazes de definir quais produtos sao
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formados e inibidos pelos antioxidantes, e em quais condig0es, sistemas e alvos de
protecdo (ALVES et al., 2010).

Alguns autores defendem o estudo da capacidade antioxidante total, em vez
da analise de antioxidantes isolados, uma vez que ha dificuldade em medir cada
antioxidante e, principalmente, devido a interacdo que existe entre eles (ALVES et
al., 2010).

2.6.1 Radical Anion Superéxido — Sistema HPX/XOD

A producdo do anion radical superdéxido é essencial para a defesa de
organismos Vivos, pois esse radical atua na transferéncia de sinais entre células
vivas. No entanto, a superproducdo de O, pode causar estresse oxidativo e estar
envolvida na presenca de diversas patologias (ALVES et al., 2010).

A enzima Xantina Oxidase (XOD) é responsavel pela transformacéo tanto da
hipoxantina em xantina, quanto desta em acido Urico, tendo como consequéncia a
producdo de peroxido de hidrogénio e radical superoxido (Figura 17), por isso &
considerada uma das principais fontes biolégicas de espécies reativas de oxigénio.
A atividade de um grande numero de substancias pode ser medida em termos da
atividade sequestradora do radical superéxido gerado nesse sistema enzimatico
(ALVES et al., 2010).

Figura 17 — Formacé&o de radicais superédxido pela transformacdo da Hipoxantina
em Xantina e dessa para acido urico, pela acdo da enzima xantina
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Fonte: Adaptado (ALVES et al., 2010).

O radical superoxido reduz o nitroazul de tetrazoélio (NBT, do inglés nitro-blue
tetrazolium) ao composto formazan, em pH 7,4 e temperatura ambiente (Figura 18).
O formazan gerado é medido por espectrofotometria, no comprimento de onda de

560 nm, ja que ha uma mudanca da coloracdo amarelo palido do NBT para uma
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coloracdo purpura do formazan. O poder antioxidante dos compostos fendlicos é
avaliado pela inibicdo da produgéo do formazan, uma vez que 0s compostos reagem
com O2e- presente no meio antes do radical reduzir o NBT. Uma menor formacao de

formazan corresponde a uma maior acao antirradicalar (ALVES et al., 2010).

Figura 18 — Reac&o quimica de formacéo do formazan a partir da reducédo do NBT
pelo radical superodxido, no sistema hipoxantina-xantina oxidase
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Fonte: Adaptado (ALVES, 2010).

2.6.2 Radical Hidroxil - Método Deoxirribose

O radical hidroxil caracteriza-se como um dos mais deletérios radicais livres e
guando o DNA (ou RNA) esta exposto a sua presenca pode vir a gerar uma série de
produtos devido a alta reatividade, pela meia-vida muito curta e por ser dificil o
sequestro in vivo (ALVES et al., 2010).

Neste método, os radicais hidroxila formam-se através da reacao do cloreto
férrico (FeCls) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) na presenca do ascobarto
gue reage formando Fe(ll)-EDTA juntamente com o ascobarto oxidado.
Posteriormente, o H,O, reage com o Fe(ll)-EDTA e origina o Fe(lll)-EDTA e 'OH
através da reacdo de Fenton descrita na Figura 19 (ALVES et al., 2010).
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Figura 19 — Reacéo de Fenton
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Fonte: Adaptado (ANGELO et al., 2007).

O acucar deoxirribose (2 deoxi-D-ribose) presente na estrutura do DNA é
fragmentado pelo radical hidroxila formando produtos que quando sob aquecimento
e pH baixo, se decompdem para formar o malondialdeido (MDA), apresentado na
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. 20. Pela adicdo do acido tiobarbittrico (TBA)
orma-se o cromoégeno rosa (MDA-(TBA),) detectado por espectrofotometria em 532
nm (ANGELO et al., 2007).

Compostos antioxidantes competem com o acUcar pelo radical inibindo a
formacao de MDA e do cromo6geno (ANGELO et al., 2007).

Figura 20 — Formacdo do cromégeno por meio da decomposi¢cdo da deoxirribose
pelos radicais hidroxilas formados pela reacdo de Fenton
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Fonte: Adaptado (ANGELO et al., 2007).

2.6.3 Radical Peroxil - Método ANCOMROS

O método ANCOMROS (do inglés, Antioxidant Competence is Measured by
ROS), desenvolvido por Amado e colaboradores (2009), baseia-se na determinacao
da capacidade antioxidante total baseada na interagdo do antioxidante com ROS por
fluorescéncia e emprega o composto DCFH»-DA (27,7 -diclorofluoresceina diacetato)

como substrato.
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Neste ensaio, 0 antioxidante é exposto para sequestrar o radical peroxil
gerado pela decomposicdo térmica do ABAP (dicloridrato de 2,2"-azobis(2-
metilpropionamidina) na temperatura de 37 °C, conforme Figura 21. Ao sistema &
adicionado o reagente DCFH,-DA, ap0s ter sido desacetilado, gerando o composto
DCFH,. Assim, o composto ndo fluorescente DCFH, é oxidado pelo radical peroxil,
gerando a molécula fluorescente DCFe, o qual € detectado por emissao de
fluorescéncia no comprimento de onda de 525 nm, quando excitado em 488 nm
(AMADO et al., 2009).

Figura 21 — Termodecomposicdo do ABAP a 37°C e consequente formacdo de
radicais peroxila que atuam na oxidacdo do reagente DCFH originando
o composto fluorescente DCF
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Fonte: Adaptado (AMADO et al., 2009).

2.7 TOXICOLOGIA

Apesar de todas as perspectivas de efeitos preventivos e/ou terapéuticos de
J. gossypiifolia, convém ressaltar que a validacdo do emprego de uma espécie
vegetal na terapéutica ndo pode se dar apenas pela demonstracéo de sua atividade
e eficacia. Ha que se considerar a possibilidade de efeitos toxicos (MARIZ, 2007).

As espécies de Jatropha sdo notadamente conhecidas por seu potencial
toxico. Entretanto, esta toxicidade esta relacionada principalmente ao latex e as
sementes. O latex € liberado a partir das partes aéreas da planta por lesdo mecanica

e € extremamente caustico e irritante para a pele e mucosas. As sementes sao ricas
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em toxalbuminas (Ex: ricina) que causam aglutinacéo e hemdlise de eritrocitos, bem
como danos para outros tipos de células e contém um complexo de resina lipoide
gue pode causar dermatite. A sintomatologia é constituida, em geral, de disturbios
gastrintestinais (dor abdominal, nauseas, vomitos e diarreia). Além disso, 0 curso
clinico pode trazer complicacdes cardiovasculares, neurologicas e renais. Uma das
formas de intoxicagdo em seres humanos ocorre pela ingestao de frutas e sementes
devido a sua semelhanca com castanhas comestiveis (SCHENKEL et al., 2007).

Alguns estudos tém demonstrado as propriedades toxicas de J. gossypiifolia,
enquanto outros mostram a auséncia de toxicidade. No entanto, € importante
observar os modelos utilizados, doses administradas, e tipos de extratos
empregados (solventes e partes da planta), entre outros aspectos, para concluir
adequadamente sobre sua toxicidade. Devemos considerar que na terapéutica
popular, as partes das plantas medicinais raramente sdo usadas in natura, mas sim,
sob forma de preparac6es diversas como, por exemplo: chas, infusos e decoctos.
Para obtencdo dessas preparacdes as partes vegetais podem ser submetidas a
processos tais como dessecacdo, trituracdo e maceracdo, o que por certo, altera a
composi¢do quimica original do 6rgao vegetal utilizado, possibilitando a eliminacéo
de constituintes téxicos e a obtencdo de um produto menos toxico que a planta in
natura ou até mesmo, relativamente inécuo. Apesar disso, esta é apenas uma
hip6tese, e assim a toxicidade com extratos de J. gossypiifolia, a partir das folhas
ainda ndo pode ser descartada, pois estudos evidenciam resultados diversos e ainda
inconclusivos (MARIZ, 2007).

Um das primeiras observacdes relativas a identificacdo dos constituintes
responsaveis pelos efeitos toxicos das espécies de Jatropha foi realizada por um
isolamento bio-guiado, o irritante éster poli-insaturado 12-deoxi-16-hidroxilphorbol foi
isolado a partir do extrato etéreo das sementes de J. gossypiifolia por cromatografia
em contracorrente. A atividade irritante dérmica foi visualizada na orelha do rato
apos 24 horas da aplicacao das fracdes e compostos isolados (ADOLF et al., 1984).

O ensaio toxicologico in vitro utilizando larvas de Artemia salina revelou que o
extrato hidroetandlico e metandlico (parte da planta ndo especificada) apresentou
baixa toxicidade. Outro estudo mostrou que a fracdo aquosa e acetato de etila do
extrato metandlico das partes aéreas de J. gossypiifolia ndo apresentaram

toxicidade contra os mesmos organismos (MACBAE et al., 1988).
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Em pesquisa realizada com ratos Wistar, foi avaliada a toxicidade do extrato
hidroetandlico da raiz de J. gossypiifolia em uma concentracdo de 10, 20 e 30 mg/kg
administrada por via oral e observou-se que este extrato apresentou nefrotoxicidade
e causou aumento e retencdo de uréia no sangue, assim como observado nas
analises histoldgicas e bioquimicas do sangue (MEDUBI et al., 2010).

Uma das principais avaliacbes da toxicidade de J. gossypiifolia foi realizada
através da toxicologia pré-clinica do extrato bruto etandlico das suas folhas e
demonstraram, relativa, baixa toxicidade oral aguda em ratos Wistar. Os ratos foram
tratados por via oral com doses Unicas de 1,2-5,0 g/kg e observados durante 14
dias, sendo que os sinais mais importantes de toxicidade foram ptose, reducéo do
peso corporal e paralisia dos membros posteriores. Outras alteracdes significativas
ocorreram apenas em machos tratados com dose de 5,0 g/kg e foram o aumento da
creatinina, aspartato aminotransferase, niveis séricos de sodio e potéssio, reducéo
de ureia e albumina, leucopenia e pequena alteracdo na cor e consisténcia das
visceras.

A dose letal média (DLsp) foi maior do que 4,0 g/kg para machos e superiores
a 5,0 g/kg para as fémeas. Na avaliacdo histopatolégica alguma alteracao foi
observada no figado e pulmdo apenas na dose de 5,0 g/kg, sugerindo a baixa
toxicidade do extrato (MARIZ et al., 2006).

Da mesma forma, a toxicidade oral aguda dos extratos aquosos e etandlicos
das folhas de J. gossypiifolia foi avaliada por Nagaharika e colaboradores (2013) e
nao mostrou qualquer sinal de toxicidade em ratos até a dose de 2 g/kg, permitindo
gue os autores concluissem que este extrato poderia ser considerado seguro. Este
pode ser considerado um resultado interessante, uma vez que na maioria dos casos,
a planta é usada popularmente como cha que é um extrato aquoso.

Na analise da toxicologia cronica (treze semanas de tratamento), 0 extrato
bruto etandlico mostrou significativa toxicidade crénica por via oral em ratos. Os
sinais toxicos indicaram uma reducdo da atividade no sistema nervoso central e
perturbacdes digestivas. A analise histopatoldgica revelou hepatotoxicidade e danos
pulmonares. A letalidade testada, sob a dose mais elevada (405 mg/kg) foi de 46,6%
e 13,3% para machos e fémeas, respectivamente. Desta forma o desenvolvimento
da fitoterapia com base nesta espécie precisa priorizar o refinamento quimico dos
extratos brutos para se obter fracdes menos toxicas, que devem ser testadas quanto

a sua seguranca e eficacia terapéutica (MARIZ et al., 2010).
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Também foi avaliada a toxicidade do latex bruto de J. gossypiifolia em ratos
Wistar, aplicando diferentes doses em incisédo da pele, diariamente, durante 18 dias,
baseado no seu uso popular como agente hemostatico em lesGes cutaneas.
Observou-se que a aplicacdo do latex ndo produziu nenhuma diferenca significativa
nos resultados dos parédmetros bioquimicos e hematoldgicos obtidos a partir do
controle em animais de laboratério, concluindo-se que o mesmo ndo tem efeitos
prejudiciais (ODUOLA et al., 2007).

2.7.1 Ensaios de Toxicidade aguda

A investigacdo do potencial toxico de plantas medicinais pode elucidar
importantes aspectos farmacoldgicos de seus principios ativos, permitindo uma
utilizac&o segura, respeitando seus possiveis riscos toxicolégicos (RABELO, 2010).

Uma substancia altamente tdxica promovera um efeito danoso ao organismo
vivo e/ou ao ambiente, quando empregada em minimas quantidades, enquanto que
as substancias de baixa toxicidade precisam de altas doses para promover um efeito
toxico (VENANCIO, 2006).

Os testes de toxicidade s&o elaborados com os objetivos de avaliar ou prever
os efeitos toxicos nos sistemas biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das
substancias. Na determinacdo de toxicidade, ha necessidade de realizar ensaios
pré-clinicos e clinicos. Os ensaios pré-clinicos sédo realizados em laboratérios
através de testes in vivo e in vitro. Os teste in vivo utilizam animais, principalmente
roedores e mamiferos, como camundongos, ratos, macacos, caes e outros. Os
ensaios in vitro empregam frequentemente oOrgaos isolados, fluidos corporeos,
organismos inferiores e cultura de células e tecidos (JIE YIN et al., 2007).

Um dos primeiros testes realizados para a avaliacdo do potencial toxico de
guaisquer substancias é o de toxicidade aguda. Este consiste no efeito que uma
substancia produz dentro de um curto periodo de tempo e que resulta da
administracdo de uma unica dose ou de doses multiplas administradas dentro de um
periodo de 24 horas (KUMAR et al., 2006).

Os estudos de toxicidade aguda séo realizados em animais adultos de ambos
0s sexos e verifica-se 0 nimero de animais que morrem durante o periodo de
observacgédo. A avaliacdo dos resultados permite conhecer a espécie ou 0 sexo mais

sensivel. Alem de dados de mortalidade e peso corporal, podem ser avaliados varios
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parametros como sinais de intoxicacdo, letargia, mudangcas comportamentais,
morbidade, alteracdo no consumo de alimento entre outros (GAZDA, 2004).

O teste serve de base para o estabelecimento de um regime de doses para
pesquisas sobre a toxicidade subaguda e cronica, fornece subsidios sobre o0 modo
de acdo toxica da substancia teste bem como o bindmio dose-efeito letal, que é
estimada por um parametro denominado dose letal 50%, mais conhecida como DLsg
(KLAASSEN; EATON, 1994).

Além da letalidade, os resultados obtidos a partir dos estudos de toxicidade
aguda servem também para identificacdo do potencial toxico em 6rgdos especificos,
conhecimento do mecanismo de agédo da substancia; fornecimento de informacdes
para a comparacao de toxicidade entre substancias de mesma classe, identificacao
de toxicocinética e a relacdo dose-resposta (KLAASSEN; EATON, 1994).

O teste da DLsg foi introduzido por Trevan em 1927, e determina um valor
estatisticamente derivado da administracdo de dose Unica de uma substancia que
pode provocar a morte de 50% dos animais, sendo expresso em peso de substancia
teste por unidade de peso do animal experimental (mg/Kg). O valor da DLso é usado
como um indice para a classificacdo toxicoldgica, fornecendo subsidios para estudos
de avaliacdo de risco da exposi¢do humana (SCHLEDE et al., 2005).

Em 1981, a Organizacdo para Cooperacdao Econbmica e desenvolvimento
(OECD 423, 2001, do inglés, Organization for Economic Cooperation and
Development) incorporou o Teste da DLsp em suas diretrizes, fornecendo ensaios
com estimativas aproximadas de DLsg, sendo um modelo alternativo
internacionalmente aceito e validado que visa reduzir o nimero de animais utilizados
e promover o bem estar animal. O guia da OECD ¢é aceito pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 EQUIPAMENTOS

- Cromatografo Agilent 1260 Infindity (Santa Clara, CA, EUA) com injecao
automatica e detector de massas Agilent 6430 triplo quadrupolo.

- Detector UV-Vis (OceanOptics Spectrometer USB2000+) com lampada de
Deutério e Tungsténio (DT-Mini-2).

- Programa de Analise Qualitativa MassHunter Workstation (versao B.04.00,
Build 4.0.479.0, Agilent Technologies, Inc., 2011).

- Balanca analitica Sartorius® (Alemanha) com quatro casas de precis&o.

- pHmetro digital Metrohm® 827 pHlab (Suica) usando eletrodo de vidro
combinado.

- Sistema de purificacéo de agua Milli-Q Millipore Synergy® UV (resistividade de
18,2 MQ.cm@25°C).

- Sistema de filtracdo a vacuo com filtro de acetato de celulose 0,45 pm
Sartorius® (Alemanha).

- Banho de ultrassom Bandelin Sonorex® RK 510 H (Alemanha).

- Bomba de vacuo Prismatec® 131/132 (Brasil).

- Espectrofotdbmetro da marca Hewlett Packard® (HP 8453) com arranjo de
diodos utilizando cubeta de quartzo com caminho Optico de 10 mm.

- Espectrofotdbmetro de fluorescéncia Agilent Technologies® modelo Cary
Eclipse.

- Kit de diagndéstico laboratorial Bioclin/Quibasa (Minas Gerais, Brasil).

- Analisador bioquimico semiautomatico (Genz, Bioplus: Bio-2000).

- Contador automatico veterinario Mindray BC 2800.
3.2 AMOSTRAGEM

A Jatropha gossypiifolia L. foi cultivada no Horto de plantas medicinais e
aromaticas da corporacdo agricola brasileira de pesquisa da Embrapa Amazonia
Oriental, Belém/PA, Brasil. A localizacdo geografica da coleta foi 1° 27’ 21" de
latitude Sul e 48° 30' 14" de longitude Oeste. A espécie foi depositada no herbario
IAN sob o registro 192905. O material foi coletado em: (1) agosto 2013; (2) Janeiro
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de 2015; e (3) de Setembro de 2015. O fruto foi recebido somente em Setembro de
2015. As amostras foram fornecidas como matéria seca e foram armazenadas em

dessecadores sob vacuo a temperatura ambiente até a preparacao dos extratos.

3.3 PREPARO DOS EXTRATOS

Os extratos foram preparados por maceracgao e infusédo, seguindo a metologia
descrita por Simdes e colaboradores (2004). Pesou-se 450g de de material vegetal
seco (folhas) de J. gossypiifolia, para a primeira e segunda safras.Ainda pesou-se
1446,33g e 71,24 g de folhas e frutos, para a terceira safra, respectivamente.
Obteve-se os extratos através da maceracdo com etanol 70% na propor¢ao 1:10
(droga/solvente), a temperatura ambiente (25°C).

Os macerados foram submetidos a agitagbes manuais diarias, com
esgotamento do material vegetal e renovagdo semanal do solvente, sendo o
procedimento repetido trés vezes durante um periodo de 4 semanas. Ao fim desse
periodo os conteudos foram filtrados em algodao, seguindo-se de filtracdo a vacuo
em funil de Bichner acoplado a um kitassato e concentrados em evaporador
rotatorio, a temperatura de 40°C, para eliminacdo do etanol. O extrato hidroetandlico
bruto remanescente foi congelado e logo depois, liofilizado para obtencdo do extrato
sélido e determinacao do rendimento.

O extrato seco foi ressuspendido em agua e particionado com solventes de
polaridade crescente, sendo submetido a sucessivas extragdes liquido-liquido com
hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, respectivamente.

As fracdes organicas obtidas foram concentradas em evaporador rotatorio a
temperatura de 40°C, com excecdo do butanol que necessitou de uma temperatura
maior (60°C), e em seguida levadas a secura em placa de Petri que foram colocadas
em estufa, para obtencdo do extrato seco de cada fracdo. Os extratos secos foram
armazenados a 4 °C até as analises.

O preparo das infusdes constituiu-se na pesagem de 5g da matéria seca com
posterior infusdo em 50 mL de agua a temperatura de 90 °C durante 30 minutos.
ApoOs o periodo de infusdo os extratos foram filtrados, primeiramente em algodao, e

depois em membrana de acetato de celulose com porosidade de 0,45 um.
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3.4 CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
POR UHPLC-ESI-MS/MS

3.4.1 Preparo da amostra

O extrato de J. gossypiifolia foi preparado por maceracédo (item 3.3). Para a
analise cromatografica, uma massa de cerca de 0,06 g de cada um dos extratos em
po foi ressuspendida em 3 mL de metanol. Tal solu¢do foi sonicada em banho de
ultrassom convencional até completa dissolucdo (5 min) e diluida com 12 mL &gua
ultrapura. Posteriormente, acido acético foi adicionado até uma concentracdo final
de 0,1% (v/v). O extrato foi entdo filtrado através de membrana de PTFE
(politetrafluoretileno) hidrofilico com um didmetro de poro igual a 0,2 pm.

O extrato obtido por infusdo (item 3.3), foi filtrado em membrana de PTFE
hidrofilico (didmetro de poro igual a 0,2 ym) e diluido com metanol até uma
proporcdo de 1:4 (MeOH:H.0, v/v), sendo posteriormente acidificado com acido
acético a uma proporcao final de 0,1% (v/v).

Os extratos liquidos finais obtidos por ambas metodologias foram submetidos
a uma etapa de cleanup utilizando extracdo em fase sdlida (SPE). Cartuchos do tipo
Strata C-18E, 500 mg, 3 mL (Phenomenex, Torrance, EUA) foram condicionados
com 6 mL de uma solucdo de MeOH:CH3COOH 0,2% (1:1; v/v) e entdo equilibrados
com 6 mL de uma solu¢cdo de CH3COOH 0,1% (v/v) em agua. Um volume fixo de 2
mL dos extratos obtidos com composicdo MeOH:H,0:CH3;COOH (20:80:0,1; v/v) foi
percolado a uma vazdo de 2 mL min™, sendo seguido por uma lavagem com 2 mL
da solugcdo de CH3COOH 0,1% (v/v). Por ultimo, os analitos retidos foram eluidos
com 2 mL de MeOH.

Momentos antes da analise cromatogréfica, o eluato obtido pelo procedimento
de SPE foi diluido 10 vezes com uma solugdo de MeOH:CH3;COOH 0,2% (1:1; v/v).
Para a quantificagdo das amostras foi utilizado o método de adigcdo do padréo,
sendo que as curvas de calibragcdo foram construidas com 7 niveis de concentracdo
igualmente espacados, em adicdo ao extrato branco. Os pontos da curva de

calibracéo foram determinados em triplicata.
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3.4.2 Padrdes, reagentes e solucdes

Os padrbes (+)-catequina, 3-acetil cumarina, 3,6 dihidroxiflavona,
4-hidroxicumarina, 6-hidroxicumarina, apigenina, acido clorogénico, crisina, fisetina,
galangina, acido galico, camferol, luteolina, miricetina, acido p-cumarico, quercetina,
quercetrina, resveratrol, 4cido rosmarinico, rutina, acido trans-cindmico e &cido
vanilico foram adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). Os padrdes dos acidos
cafeico e ferulico foram adquiridos de Fluka Analytical (Buchs, Suica). Todos o0s
padrées eram de grau analitico, com no minimo 95% de pureza, e foram utilizados

sem prévia purificagdo. Todos os padrfes estao representados na tabela 3.

Tabela 3 — Estrutura quimica dos compostos fenélicos em estudo

Classe Exemplo Estrutura

O
Flavonoéides 3,6 Dihidroxiflavona O |
HO
HO. 0]
Apigenina O |

OH (0]
OH
HO. 0] O
Canferol O |
OH
OH (0]
HO 0 O
Crisina O ‘
OH (o]

Fisetina He O |
OH
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Galangina
OH (0]
OH
OH
Luteolina He O © O
OH o]
OH
OH
.. . HO 0.
Miricetina O oH
OH
OH (o]
OH
HO 0.
Flavonoides Quercetina O | o
OH
OH 0]
OH
HO
OH
Quercitrina L u :
HO, =
(o]
HO T Me
SH
Rutina
OH
HO \
Diarileteno Resveratrol
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Catequina

Catequina

Acidos Fendlicos

Acido cafeico

Acido Clorogénico

HO\\N“

Acido Fertlico

OH

HO

OMe

Acido Galico

OH

HO
o]
HO

OH

Acido p- cumarico

/©/\/ coaf
HO

Acido Rosmarinico
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Acido vanilico

~
s} O
Cumarinas 3- acetilcumarina @:IM
0O 0

4- hidroxicumarina P

O O
6- hidroxicumarina m
HO /

A 4gua ultrapura foi obtida por meio do sistema Milli-Q Synergy UV (Merck

Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os solventes metanol e acetonitrila, ambos em
grau LC-MS, foram obtidos de Panreac (Castellar del Vallés, Espanha). Acido
aceético, acido férmico, acetato de amdnio, formiato de amoénio e hidroxido de amonio
foram obtidos de Sigma-Aldrich. As solucées estoque dos padrées (1000 mg L™)
foram preparadas pela dissolu¢cdo de quantidades apropriadas das substancias em
metanol grau LC-MS, e entdo armazenadas em frascos de vidro ambar a uma
temperatura de -30 °C até o momento das analises. As solugdes de trabalho dos
compostos fendlicos foram preparadas pela diluicdo das solucdes estoque em

metanol.
3.4.3 Condic¢des de analise por UHPLC-ESI-MS/MS

O meétodo cromatografico foi desenvolvido por Faccin e colaboradores (2016),
para a determinacdo e quantificacdo de constituintes fendlicos da espécie em
estudo.

As separacOes foram feitas através de um sistema de cromatografia liquida
de ultra alta eficiéncia 1260 Infinity Binary (Agilent, Santa Clara, EUA), capaz de
operar em pressoes de até 600 bar, utilizando uma coluna de fase reversa Zorbax
SB-C18, Rapid Resolution HD, 2,1 x 50 mm, 1,8 um (Agilent), mantida sob

aquecimento a 40 °C. O volume de injecdo adotado foi de 5 pL, sendo que as
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aliguotas para injecdo foram ajustadas para uma composicdo final de
MeOH:H,0:CH3;COOH igual a 50:50:0,1 (v/v).

A mistura de compostos fendlicos foi separada por meio de um gradiente de
eluicdo composto por acido acético 0,1% (A) e acetonitrila (B), a uma vazéo
constante de 800 pL min™®, conforme o seguinte programa de eluicdo: 8,0% B
(0,00-0,10 min); 8,0-25,8% B (0,10-3,45 min); 25,8-54,0% B (3,45-6,90 min);
54,0-100,0% B (6,90-7,00 min); 100,0% B (7,00-9,00 min).

O efluente cromatografico gerado até o tempo de 7,00 min foi ionizado por
meio de uma fonte de ionizacdo por eletrospray, a qual teve seus parametros
otimizados de forma a se obter a melhor resposta dos analitos, tanto em intensidade
como em estabilidade de sinal. Como condicdo otimizada de operacéo da fonte de
ionizacdo obteve-se: vazdo de gas (N.) igual a 11 L/min; pressdo do nebulizador
igual a 30 psi; voltagem do capilar igual a + 2,4 kV e temperatura do gas de secagem
(N) igual a 250°C.

Os compostos de interesse foram subsequentemente analisados por meio de
um espectrometro de massas Agilent 6430 Triple Quadrupole, operando no modo de
monitoramento de reac¢des multiplas (MRM), com uma resolucdo de 0,7 m/z
(FWHM). Foi utilizado nitrogénio de alta pureza (99,999%), fornecido por Linde
(Munique, Alemanha), como gas para inducdo da colisdo. As energias de colisao
foram otimizadas para cada analito e estdo demonstradas na tabela 4, a qual
também indica as transicdes de massa monitoradas pelo espectrdmetro bem como
os tempos de retencéo dos analitos estudados. As transi¢cdes de quantificacao foram
divididas em trés diferentes segmentos temporais de aquisicdo e o tempo de leitura
para cada transic¢ao foi otimizado em 20 ms. O efluente cromatografico gerado entre
7,00 e 9,00 min foi descartado, sem ser introduzido no sistema MS/MS,
caracterizando uma etapa de limpeza da coluna cromatografica. Apés o fim do ciclo
de gradiente, foi adotado um tempo poés-corrida de 4,00 min, a fim de permitir o
completo reequilibrio do sistema, tendo como base o reestabelecimento da presséo
de operacdo inicial. Os dados adquiridos foram analisados com o uso do
MassHunter Workstation Software Qualitative Analysis (versao B.04.00, build
4.0.479.0, Agilent Technologies, Inc. 2011).
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Tabela 4 — Intervalos de tempos de retencdo (TR) e parametros do espectrémetro
de massas, validados por Faccin e colaboradores (2016), para os
compostos fenolicos selecionados

Composto TR (min) Fragmentador (V) Polaridade Transicdo Transicdo

] da fonte de quantificacdo* de confirmag&o*
Acido galico 0,29 106 - 169.0 > 125.1 (10) -

Acido clorogénico 0,76 104 - 353.1>191.1 (5) -
(+)-Catequina 0,77 134 - 289.1 > 245.1(10) 289.1 > 203.2(15)
Acido vanilico 0,98 92 - 167.0 > 152.2 (10) 167.0 > 123.1 (8)
Acido cafeico 0,99 106 - 179.0 > 135.1 (10) -
6-hidroxicumarina 1,62 124 - 161.0 > 133.2 (17) 161.0 > 105.2(17)
Acido p-cumarico 1,83 96 - 163.0 >119.1 (9) -

Acido fetlico 2,51 88 - 193.1>134.1(9) 193.1>178.1(7)
Rutina 3,16 210 - 609.1 > 300.1 (31) -
4-Hidroxicumarina 3,36 130 - 161.0 > 117.2 (15) -

Acido rosmarinico 3,64 138 - 359.1 >161.0(7) 359.1>197.1(7)
Quercitrina 3,66 164 - 447.1 > 301.1 (17) -

Miricetina 3,74 128 - 317.0 > 150.9 (21) 317.0 > 178.8(21)
Fisetina 3,85 120 - 285.0 > 135.0 (15) 285.0 > 163.0(15)
Resveratrol 3,90 124 - 227.1>185.2 (13) 227.1 > 143.0(13)
3-acetilcumarina 4,11 80 + 211.0>211.0 (0) -

Acido trans-cinamico 4,35 920 - 147.0 >103.2 (5) 147.0>77.1(15)
Quercetina 4,60 126 - 301.0 >151.1 (17) 301.0 > 179.0(15)
Luteolina 4,65 162 - 285.0 > 133.2 (27) 285.0 > 151.1(27)
Apigenina 5,29 136 - 269.0 > 117.1 (29) 269.0 > 149.0(20)
Canferol 5,35 164 - 285.0 > 239.0 (29) 285.0 > 117.2(31)
3,6-diidroxiflavona 6,38 126 - 253.1 > 197.0 (20) 253.1 > 208.0(21)
Crisina 6,58 130 - 253.1 > 143.1 (25) 253.1 > 106.9(25)
Galangina 6,74 156 - 269.0 > 169.1 (30) 269.0 > 211.2(29)

*Energia de colisédo (V) é fornecida entre parénteses.
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3.5 CARACTERIZACAO E  QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS
TRITERPENICOS POR UHPLC-APPI-MS/MS

3.5.1 Preparo da amostra

Para a andlise cromatografica, uma massa de cerca de aproximadamente
50 mg do extrato (item 3.3) foi ressuspendida em 5mL de acetonitrila/agua 50% (v/v)
homogeneizados em vortex por 30 segundos seguido por 10 minutos de sonicacgao.
Estes extratos preparados a 1% foram diluidos 20 vezes em acetonitrila, filtrados em
filtro de PTFE 0,2 um e injetados no sistema cromatogréafico. Para a quantificacdo
das amostras foi utilizado o método de adicdo do padrédo, sendo que as curvas de
calibracdo foram construidas com 5 niveis de concentracdo igualmente espacados,
em adicao ao extrato branco. Os pontos da curva de calibracdo foram determinados
em triplicata.

3.5.2 Padrdes, reagentes e solucdes

As solucbes padrbes, para analise, foram preparadas pela dissolucdo dos
compostos triterpénicos em acetonitrila (grau LC-MS) obtida de Sigma Aldrich (St.
Louis, EUA): &cido ursoélico (985 mg L™), acido betulinico (196 mg L™), é&cido
maslinico (1000 mg L™), &cido arjunico (1000 mg L™), eritrodiol (1000 mg L™),
sitosterol (378 mg L™), estigmasterol (481 mg L™), campesterol (125 mg L™), lupeol
(365 mg L), a-amirina (1000 mg L™?) e B-amirina (1000 mg L™). Com excecédo da
friedelina 500 (mg L™) que foi solubilizada em diclorometano grau HPLC. Os padrées
foram adquiridos das marcas Fluka Analytical (Buchs, Suica) e Sigma Aldrich (St.

Louis, EUA) e estéo representados na tabela 5.



87

Tabela 5 — Estrutura quimica dos compostos triterpénicos em estudo

Classe Composto Estrutura
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3.5.3 Condic¢des de analise por UHPLC-APPI-MS/MS

O meétodo cromatografico foi desenvolvido por Gobbo e colaboradores (2016),
para a determinacdo e quantificacdo de constituintes terpénicos da espécie em
estudo.

Os compostos triterpénicos foram determinados por meio da LC-MS,

utilizando-se cromatografo Agilent Technologies 1260 Infinity com injecao
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automatica e o detector de massas Agilent Technologies 6430 Triplo quadrupolo. A
coluna cromatografica empregada era uma Zorbax SB-C18 2,1 x 50 mm, com
1,8 ym de tamanho de particula a uma temperatura de 37°C.

O volume de injecao foi de 5 L e realizou-se a determinacgéo dos triterpenos
utilizando um gradiente de eluicdo que consistiu de acetonitrila/agua (70:30) por
4,5 minutos e 100% de acetonitrila, apés 4,0 minutos de corrida. O fluxo foi de
0,6 mL.min* durante os primeiros 4,5 minutos e foi aumentado a um maximo de
0,8 mL.min™* em 5 minutos, quando manteve-se esta taxa até o final da corrida de
8,5 minutos. Apds a corrida, um periodo de 4 minutos, foi adotado para reequilibrar o
sistema.

Cada composto foi individualmente injetado no espectrometro de massas para
obter o seu espectro, adequar o fragmentador e a energia da célula de colisdo. Os
compostos triterpénicos possuem baixa polaridade inerente e por isso foram
convertidos em ions através da aplicacdo de uma fonte de Fotoionizacdo a Pressao
Atmosférica (APPI, do inglés Atmospheric Pressure Photoionization), usando tolueno
como dopante. As energias de colisdo foram otimizadas para cada analito, conforme
apresentado na Tabela 6, que descreve também as transicdes monitoradas pelo
espectrobmetro de massas (MS/MS), como também os intervalos de tempo de
retencdo, a energia do fragmentador, a polaridade da fonte de ionizacdo, as

transicdes de quantificacdo e de confirmacédo para cada analito.

Tabela 6 — Intervalos de tempos de retencdo (TR) e parametros do espectrometro
de massas, validados por Gobbo e colaboradores (2016), para os
compostos triterpénicos selecionados

Composto TR  Fragmentador Polaridade Transicao de, Transicao de

(min) (V) da APPI guantificacdo confirmacéo
Acido arjinico 0,440 120 + 489,3 > 408,9 (10) 489,3 > 472,7 (10)
Acido maslinico 0,847 75 + 473,3>411,0 (6) 473,3 > 149,0 (6)
Acido 1,966 90 + 439,4 >393,5(15)  439,4 >287,0 (15)

betulinico

Acido ursdlico 2,136 120 + 439,4 > 203,3 (20) 439,4 > 191,0 (20)
Eritrodiol 3,271 124 + 425,4 > 217,3 (20) 425,4 > 177,0 (20)
Lupeol 6,590 120 + 409,1>109,1(32) 409,1>137,2 (32)
B-amirina 6,980 120 + 409,1 > 109,1 (32) 409,1 > 149,1 (32)
a-amirina 7,150 135 + 409,1 > 109,1 (32) 409,1 > 134,9 (32)
Friedelina 7,335 110 + 409,1 > 109,1 (32) 409,1 >121,1 (32)
Sitosterol 7,779 130 + 396,9 >109,1(32) 396,9 > 146,9 (32)
Estigmasterol 7,390 80 + 394,7 > 159,0 (33) 394,7 > 118,9 (33)
Campesterol 7,324 135 + 382,8 > 160,8 (25) 382,8 > 133,0 (25)

*Energia de colisdo (Vpara) é fornecida entre parénteses.
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3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

A capacidade antioxidante dos extratos obtidos por maceracao, infusdo e das
fracOes acetato de etila e butanol de J. gossypiifolia foi realizada por método in vitro
baseado na deteccao por espectrofotometria para o radical anion superéxido (0;™°) e
hidroxila (HO®) e na deteccéo fluorimétrica para o radical peroxila (ROO®).

Foi pesado 0,1g do extrato hidroetandlico, fracGes acetato de etila e butanol e
ressuspendeu-se em 5 mL de metanol. Para as determinagbes de atividade
antioxidante descritas a seguir, as amostras foram testadas diluidas em metanol nas
concentracfes de 0,1% 1,0% e 2,0%. A infusdo obtida (item 3.3) foi testada nas

mesmas concentracdes, diluida em agua.

3.6.1 Frente ao radical Anion Superdxido (O;") - Sistema Hipoxantina-Xantina
Oxidase (HPX/XOD)

A capacidade antioxidante frente ao radical superédxido foi determinada pelo
sistema enzimético hipoxantina/xantina oxidase (HPX/XOD) (ZHAO et al., 2006), em
que foi adicionado 100 iL de &cido etilenodiaminotetracético 30 mmol-L™* (EDTA),
100 pL de hipoxantina 3 mmol-L™* (HPX) e 200 pL de nitro azul de tetrazélio (NBT,
do inglés nitro-blue tetrazolium) 1,42 mmol-L"* a 100 uL de amostra. Esperou-se
3 minutos e adicionaram-se 100 L da enzima xantina oxidase (XOD) 0,75 unit-mL™,
diluida com tampao fosfato. O volume foi completado a 3 mL com tampéao fosfato
0,05 mol-L*, pH 7,4, composto de fosfato mono e dibasico.

O branco das amostras continha todos o0s reagentes exceto o NBT.
Concomitantemente, foi conduzido um controle contendo todos os reagentes com o
solvente utilizado nas amostras, e um branco do controle sem NBT. ApOs o tempo
reacional de 40 minutos, a leitura espectrofotométrica ocorreu a 560 nm.

A atividade antioxidante (O2") é calculada conforme equacéo 19:

(A — BA)

U%AA =1 — — 2
% C—BO)~

100 (19)

Onde: A é a absorvancia da amostra, BA é a absorvancia do branco da

amostra, C é a absorvancia do controle e BC é a absorvancia do branco do controle.
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3.6.2 Frente ao radical Hidroxil (HO®) - Método deoxirribose

O ensaio para medir a atividade antioxidante frente ao radical hidroxil pelo
método da deoxirribose foi feito conforme descrito por ZHAO e colaboradores
(2006), em que todas as solucdes foram preparadas em tampao fosfato 25 mmol.L™,
pH 7,4.

Em um tubo reacional foi adicionado 100 puL da amostra, 100 yL de EDTA 1,0
mmol.L™, 100 pL de cloreto férrico hexahidratado 1,0 mmol.L™, 100 pL de
deoxirribose 36 mmol.L™", 100 pL de peréxido de hidrogénio 10 mM e 100 pL de
acido ascoérbico 1 mmol.L™. O volume final foi ajustado para 1,0 mL com tamp&o
fosfato. Apds incubacéo durante 1 hora a 37 °C, a reacao foi estabilizada por meio
da adicdo de 1,0 mL de &cido tricloroacético (TCA) 10% e 1,0 mL de acido
tiobarbitarico (TBA) 1%.

A mistura foi entdo aquecida em banho de agua durante 15 minutos. Assim
gue as amostras resfriaram, o volume foi aferido para 5,0 mL e a absorvancia
medida em 532 nm.

A atividade antioxidante é calculada conforme equacéo 20:
A
%AA =1— ———— x 100 (20)

Onde: A é a absorvancia da amostra, BA é a absorvancia do branco da
amostra, C é a absorvancia do controle e BC é a absorvancia do branco do controle.

3.6.3 Frente ao radical Peroxil (ROO®) - Método ANCOROS

A determinacéo da capacidade antioxidante contra radicais peroxil foi avaliada
por meio da deteccao indireta das espécies reativas de oxigénio (ERO) na presenca
e ha auséncia de um gerador radicalar, o qual empregou o diacetato de
2,7’ -diclorofluoresceina (DCFH,-DA) como substrato (AMADO et al., 2009).

Uma placa branca contendo 96 pocas (Figura 22), foi dividida em duas
regides, sendo a regido 1 (branco das medidas): linhas A, B, C e D, e a regido 2:
linhas E, F, G e H. As 3 primeiras pocas, tanto na regido 1 quanto na 2, foram
reservadas para o solvente utilizado nas amostras (10 yL). No restante da placa, foi

adicionado 10 yL de amostra em triplicata (3 pocas) na regido 1 e na regiao 2.
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Figura 22 — Placa de anélise do método ANCOMROS

Regiao 1

Regiao 2

Fonte: Foto do autor.

Apés, foi adicionado 127,5 pyL de tampéo de reacdo em todas as pogas da
placa. Por fim, foi adicionado 7,5 uL de agua ultrapura na regido 1 e 7,5 yL da
solugdo de 2,2’-azobis(2-metilamodinopropano) (ABAP) 4 mmol-L™ na regiéo 2.

No fluorimetro, antes da leitura da placa, foi adicionado 10 uL de DCFH,-DA
16 umol-L™, previamente desacetilado e o mesmo foi programado para manter a
temperatura a 37°C. O DCFH2 (diacetatode 2’,7’-diclorofluoresceina desacetilado)
sofreu oxidagdo por ERO e produziu o composto fluorescente DCF° (diacetato de
2, 7’-diclorofluoresceina oxidado) que foi detectado nos comprimentos de onda de
485 nm (excitagdo) e 520 nm (emisséo) a cada 5 minutos, fazendo o monitoramento
da termodegradacdo do ABAP e a consequente formacdo de ERO num intervalo
total de 30 minutos.

O tampao de reacdo utilizado nesta determinacdo foi composto de HEPES
30 mmol-L™ (Acido hidroxietil-piperazina etanosulfénico), KCl 200 mmol-L™ (cloreto
de potassio) e MgCl, 1 mmol-L™(cloreto de magnésio).

A desacetilacdo quimica do DCFH,-DA, a qual gera o composto DCFH,, foi
realizada com a adicdo de 2,0 mL de NaOH 0,01 mol-L™? (hidréxido de sédio) em
uma solucéio etandlica de DCFH,-DA 5 mmol-L™, em temperatura ambiente e ao
abrigo de luz. Apés 30 minutos, foi adicionado 10 mL de tampé&o fosfato 25 mmol L™
(pH 7,4), composto de fosfato mono e dibasico, e a solucéo foi armazenada em gelo

até o momento do uso.
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A atividade antioxidante é determinada com base na medida referente ao
tempo de 30 minutos de reacéo, e calculada conforme equacgao 21:

%AA = 1 (FA—FBA) 00 21
A= T FS—FBS) © 21

Onde: FA é a fluorescéncia da amostra com ABAP, FBA é a fluorescéncia do
branco da amostra sem ABAP, FS é a fluorescéncia do solvente utilizado nas

amostras com ABAP e FBS é a fluorescéncia do branco do solvente sem ABAP.

3.7 TOXICOLOGIA

3.7.1 Animais

Nos ensaios de toxicidade oral aguda, foram utilizados 12 ratos Wistar (160-
200g) de ambos os sexos, provindos do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), os quais foram arbitrariamente distribuidos em diferentes
grupos experimentais.

Os animais foram acomodados em caixas de polipropileno e mantidos na Sala
do Laboratério de Fisiologia Experimental da UFSM para se adaptarem as condi¢cdes
locais 72 horas antes do inicio do experimento. A temperatura ambiental foi mantida
entre 25 £2 °C e a umidade relativa variou entre 30 a 80%. Realizou-se o controle de
ciclo claro/escuro de 12 h, 4gua e ragcdo ad libitum, exceto nas horas de jejum
(somente agua ad libitum) que antecederam o teste.

Apés a administracdo do extrato hidroetandlico, a dieta sélida foi
restabelecida dentro de 3-4h. Todos o0s experimentos foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de animais da Universidade Federal de Santa Maria sob
protocolo 8011210815 (Anexo A), atendendo a lei 11.794, de 8 de outubro de 2008 e
aos Principios éticos do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA).
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3.7.1.1 Tratamento dos animais

Os animais foram tratados por gavagem com dose Unica de 2000 mg/kg do
extrato hidroetandlico de J. gossypiifolia (n=3 animais por sexo) para estimativa da
ocorréncia de mortes. O grupo controle, com 6 animais (3 machos e 3 fémeas),
recebeu apenas agua, veiculo de ressuspensao do extrato.

3.7.2 Teste de toxicidade oral aguda

O protocolo experimental para avaliagdo da toxicidade oral aguda foi
orientado conforme o guia da Organizacdo para Cooperacdo Econbmica e
Desenvolvimento 423 (OECD, do inglés, Organization for Economic Cooperation and
Development) de 2001, sendo um procedimento gradual e reprodutivel, com o uso
de poucos animais de ambos 0s sexos por etapa (n=3) e foi usado como método de
classificacdo da toxicidade. Dependendo da mortalidade e/ou estado moribundo dos
animais, em média 2-4 etapas ja sdo suficientes para permitir avaliar a toxicidade
aguda da substancia de ensaio. Os animais moribundos com dor ou mostrando
sinais de sofrimento grave e continuado devem ser eutanasiados e sao
considerados na interpretacdo dos resultados do teste da mesma forma que o0s
animais que morreram durante o ensaio (OECD 423; 2001).

Em principio, 0 método néo se destina a permitir o célculo de um valor exato
de DLsp, mas permite a determinacdo de uma faixa de exposicéo definida nas quais
a letalidade € esperada uma vez que a morte de uma proporgéo dos animais € ainda
0 ponto principal de extremidade do presente ensaio (VALADARES, 2006).

O nivel de dose para ser usada como dose de partida foi selecionada a partir
de um dos quatro niveis fixos, 5, 50, 300 e 2000mg/Kg de peso corporal. A dose
inicial deve ser a que tem maior probabilidade de induzir mortalidade em alguns dos
animais tratados (OECD 423, 2001). A Figura 23 descreve o procedimento que deve

ser seguido para a dose inicial de 2000mg/Kg.
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Figura 23 — Procedimento de teste com uma dose inicial de 2000 mg/Kg de peso
corporal

OECD/OCDE 423

ANNEX 2d: TEST PROCEDURE WITH A STARTING DOSE OF 2000 MG/KG BODY WEIGHT
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Fonte: (OECD 423, 2001).

Sendo a dose escolhida de 2000mg/Kg, como demonstrado na figura acima, e
ocorrendo de 2 a 3 mortes ou a observacédo de sinais clinicos alterados, o protocolo
da OECD 423 descreve doses decrescentes a serem administradas em um novo
experimento, sendo a dose de 300mg/Kg a proxima a ser selecionada. N&o
ocorrendo mortes ou sinais de toxicidade na dose de 2000 mg/Kg, a substéancia é
classificada como de toxicidade baixa, pertencendo a categoria 5 com DLs estimada
de 2500mg/Kg.

Os animais foram observados individualmente apds a administracdo da
substéncia, pelo menos uma vez durante os primeiros 30 minutos e periodicamente
durante as primeiras 24 horas, com especial atencdo durante as primeiras 4 horas, e
diariamente a partir dai, por um total de 14 dias. As observag¢des incluiram tremores,
convulsdes, contorcbes abdominais, locomocéo, salivacdo, diarreia e letargia. O
peso corporal dos animais e o consumo de alimento foi monitorado diariamente
durante o periodo de estudo. Ao fim do periodo de 14 dias os animais foram
submetidos a um rapido jejum de 8 horas e entdo foram eutanasiados, utilizando
tiopental intraperitoneal, como anestésico. O sangue foi coletado por puncéo
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cardiaca em dois tubos: Um com anticoagulante, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA, do inglés ethylenediamine-tetraacetate) e o outro sem nenhum aditivo. O
sangue sem anticoagulante foi deixado coagular antes da centrifugacédo (4000rpm
por 10 min) para a obtencao do soro, o qual foi utilizado para a avaliacado da glicose,
colesterol total, uréia, creatinina e as enzimas indicativas dos efeitos hepatocelulares
(alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). O sangue com
anticoagulante foi analisado imediatamente para os parametros hematoldgicos:
contagem de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio
(VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem de
plaquetas, proteinas plasmaticas e a contagem de linfécitos, neutrofilos, mondcitos e

eosinofilos.

3.7.2.1 Analise estatistica

As analises estatisticas entre 0os grupos experimentais foram realizadas por
meio de andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey.
Valores de p menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de

significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil, muitas plantas séo utilizadas para uso doméstico como
medicamento. Varias destas plantas ainda sédo inexploradas e precisam ser
investigadas através de pesquisa para 0 uso como novos medicamentos. As plantas
medicinais representam as maiores fontes de agentes terapéuticos, devido a grande
diversidade estrutural de metabdlitos produzidos, existindo compostos fitoquimicos
encontrados em apenas uma espécie ou género, ou em grupos taxonomicamente
relacionados (MAZID et al., 2011). Jatropha gossypiifolia L. apresenta um importante
potencial para a geracdo de produtos farmacologicos e/ou biotecnoldgicos, com
base em utilizacdes populares e em estudos biologicos.

Varios estudos realizados nas ultimas décadas, através de técnicas diversas
como cromatografia, espectroscopia, ressonancia magnética nuclear, entre outras,
tém contribuido significativamente para identificacdo qualitativa e quantitativa da
diversificada composi¢do quimica de J. gossypiifolia e consequentemente, para a
comprEHENnsdo dos efeitos biolégicos dessa espécie (MARIZ et al.,, 2010). No
entanto, 0s principais compostos bioativos desta espécie ndo sao totalmente
elucidados (FELIX-SILVA et al., 2014).

Neste contexto da caracterizacao de fitocompostos, uma das ferramentas que
tem se destacado € a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. A
técnica de LC-MS (do inglés liquid chromatography coupled to mass spectrometry) é
capaz de conferir a alta seletividade exigida para a analise de matrizes complexas,
tais como as matrizes vegetais. Ademais, a adocdo da cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia (UHPLC, do inglés ultra-high performance liquid chromatography)
permite 0 aumento da eficiéncia das separagfes ao passo que os tempos de andlise
podem ser consideravelmente reduzidos. Somado a isso, a espectrometria de
massas sequencial com analisadores do tipo triplo quadrupolo constitui uma
poderosa ferramenta de quantificacdo (GROSS, 2011).

A concentracdo de metabdlitos secundarios depende de alguns fatores, tais
como técnicas de cultivo, cultivar, as condicbes de crescimento, maturacao,
processamento e armazenamento. Alguns fatores podem aumentar a sua presenca,
como o stress, a radiagdo UV, infeccdo por patdgenos e parasitas, lesdes, poluicdo
do ar e exposicao a temperaturas extremas (BARCIA et al., 2014; ROCKENBACH

et al., 2011). Este trabalho conduziu um estudo fitoquimico considerando a infuséao
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como uma forma de extracdo, solvente com maior uso popular, caracterizando a
composigao quimica deste extrato e comparando com o extrato hidroetandlico que é
um dos solventes mais utilizados no trabalho cientifico. Desta forma, contribuindo
para a identificacédo e quantificacdo de componentes polares nesta espécie.

Existem poucos estudos que aplicam agua como solvente de extracdo dos
constituintes de J. gossypiifolia, mas as pessoas utilizam este solvente quando
ocupam esta planta para fins medicinais. Assim, existem poucos compostos polares
identificados como taninos e flavondides. Normalmente, os solventes apolares séo
usados, 0 que, devido as suas caracteristicas, contribui para a caracterizacado de
compostos néo-polares, tais como terpenos. Mono, di e triterpenos estdo

amplamente presentes no género Jatropha (FELIX-SILVA et al., 2014).

4.1 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS DE JATROPHA GOSSYPIIFOLIA L.

O extrato hidroetandlico das folhas de J. gossypiifolia, obtido na primeira,
segunda e terceira safras, resultou em um residuo seco de coloracdo marrom-escuro
com rendimento de 4,34%, 2,68% e 14,24%, respectivamente.

O extrato hidroetandlico dos frutos, apresentou-se como um residuo marrom-
claro com rendimento de 10,15%.

Esses resultados evidenciaram valores diferentes do encontrado por Mariz
(2007), que obteve um rendimento de 7,9% para o extrato obtido por maceracdo das

folhas de J. gossypiifolia, coletadas no periodo entre junho e agosto.

4.2 ANALISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS

O meétodo cromatografico aplicado neste estudo foi desenvolvido por Faccin e
colaboradores (2016), tendo por objetivo a determinacdo e quantificacdo dos
constituintes fendlicos de J. gossypiifolia. Considerando que o uso tradicional desta
planta se da por meio do consumo de chés, foram feitas infusbes dos materiais
vegetais para elucidar os compostos potencialmente bioativos extraidos por esse
meétodo. Na hipétese de extrair o maior numero de compostos fendlicos, tambéem
foram feitos extratos hidroetandlicos por maceracdo (item 3.3). Uma vez que 0s

extratos da planta estudada ndo é isento de compostos fendlicos (néo

disponibilidade de amostras brancas) e que apresentaram consideraveis efeitos de
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supresséo idnica por UHPLC-ESI-MS/MS, as quantificagées dos extratos analisados
foram realizadas pelo método de adi¢cdo de padréo.

Os compostos fendlicos tém grande distribuicdo entre os seres vivos, tanto
em plantas como em microrganismos e estdo entre as classes de compostos que
tém ampla faixa de estruturas. O elemento estrutural que os caracteriza € um nucleo
de benzeno com pelo menos um hidrogénio substituido por um grupo hidroxila,
encontrado na forma livre ou como parte de uma outra funcdo, tal como, por
exemplo, éter, éster, glicosideos. Portanto, exibem solubilidade em agua e solventes
organicos polares. As classes de compostos fendlicos abordados neste estudo
foram alguns derivados de &cido benzoico e &cido hidroxicinAmico, flavonadis,
flavanais, flavonas, cumarinas e estilbenos.

As figuras 24 a 35 apresentam os cromatogramas obtidos para analise da
infuséo (folhas) e extrato hidroetandlico (folhas e frutos) para as diferentes safras de

J. gossypiifolia, ilustrando a separagcao cromatografica destes extratos.

Figura 24 — Cromatograma de ions totais (TIC), obtido no modo de aquisicdo de
varredura (m/z 135-620, tempo de leitura igual 250 ms), da infusdo das
folhas de J. gossypiifolia (12 safra)
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Figura 25 — Cromatograma obtido para a andlise da infusdo das folhas de J.
gossypiifolia (12 safra) por UHPLC-ESI-MS/MS em modo MRM
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Coluna: Zorbax SB C18 2,1x50 mm(1,8um). O gradiente de elui¢cdo foi composto por 4cido acético a
0,1% em agua (A) e acetonitrila (B) como fase moével a uma taxa de fluxo constante (0,8 ml/min) de
acordo com o seguinte programa de eluicdo: 8,0% B (0,00-,20 min); 8,0-25,8% B (0,10-3,45 min);
25,8-54,0% B (3,45-6,90 min); 54,0-100,0% B (6,90-7,00 min); e 100,0% B (7,00-9,00 min).
Compostos fendlicos identificados: (1) Acido gélico, (2) Catequina, (3) Acido vanilico, (4) Acido
cafeico, (5) Acido p-cumarico, (6) Acido ferulico, (7) Rutina, (8) Quercitrina, (9) Acido trans-cinamico,

(10) Luteolina, (11) Apigenina.

Figura 26 — Cromatograma de ions totais (TIC), obtido no modo de aquisicdo de
varredura (m/z 135-620, tempo de leitura igual 250 ms), da infusédo das

folhas de J. gossypiifolia (22 safra)
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Figura 27 — Cromatograma obtido para a andlise da infusdo das folhas de J.
gossypiifolia (22 safra) por UHPLC-ESI-MS/MS em modo MRM
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Compostos fendlicos identificados: (1) Catequina, (2) Acido vanilico, (3) Acido p-cumarico, (4) Acido
ferdlico, (5) Rutina, (6) Quercitrina, (7) Luteolina, (8) Apigenina.

Figura 28 — Cromatograma de ions totais (TIC), obtido no modo de aquisicdo de
varredura (m/z 135-620, tempo de leitura igual 250 ms), do EHE das
folhas de J. gossypiifolia (12 safra)
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Figura 29 — Cromatograma obtido para a analise do EHE das folhas de
J. gossypiifolia (12 safra) por UHPLC-ESI-MS/MS em modo MRM
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Compostos fer)élicos identificados: (1) Catequina, (2) Acidq vanilico, (3) Acido cafeico, (4) Acido p-
cumarico, (5) Acido ferulico, (6) Rutina, (7) Quercitrina, (8) Acido trans-cinamico, (9) Quercetina, (10)

Luteolina, (11) Apigenina.

Figura 30 — Cromatograma de ions totais (TIC), obtido no modo de aquisicdo de
varredura (m/z 135-620, tempo de leitura igual 250 ms), do EHE das
folhas de J. gossypiifolia (22 safra)

4,0E+06 -
3,5E+06 1
3,0E+06
[0 ]
S 2,5E+06
& 3
S 2,0E+06 }
> ]
3 15E+06
1,0E+06
5,0E+05 1
0,0E+00 1

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Tempo de retencdo (min)



103

Figura 31 — Cromatograma obtido para a analise do EHE das folhas de
J. gossypiifolia (22 safra) por UHPLC-ESI-MS/MS em modo MRM
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Compostos fendlicos identificados: (1) Catequina, (2) Acidq vanilico, (3) Acido cafeico, (4) Acido p-
cumarico, (5) Acido ferulico, (6) Rutina, (7) Quercitrina, (8) Acido trans-cindmico, (9) Quercetina, (10)
Luteolina, (11) Apigenina, (12) Canferol, (13) Crisina.

Figura 32 — Cromatograma de ions totais (TIC), obtido no modo de aquisicdo de
varredura (m/z 135-620, tempo de leitura igual 250 ms), do EHE das
folhas de J. gossypiifolia (32 safra)
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Figura 33 — Cromatograma obtido para a analise do EHE das folhas de
J. gossypiifolia (32 safra) por UHPLC-ESI-MS/MS em modo MRM

3000

11

Intensidade

—
L
=
—
||||||||||||||I||||||||||||||

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 5,
Tempo de retencio (min)

0 55 60 65 7.0

Compostos fendlicos identificados: (1) Catequina, (2) Acido vanilico, (3) Acido cafeico, (4) Acido p-
cumarico, (5) Acido ferulico, (6) Rutina, (7) Quercitrina, (8) 3-acetilcumarina, (9) Acido trans-cinamico,
(10) Quercetina, (11) Luteolina, (12) Apigenina, (13) Canferol.

Figura 34 — Cromatograma de ions totais (TIC), obtido no modo de aquisi¢cdo de
varredura (m/z 135-620, tempo de leitura igual 250 ms), do EHE dos
frutos de J. gossypiifolia (32safra)
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Figura 35 — Cromatograma obtido para a analise do EHE dos frutos de
J. gossypiifolia (32 safra) por UHPLC-ESI-MS/MS em modo MRM
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Compostos fendlicos identificados: (1) Acido galico, () Acido clorogénico, (3) Catequina, (4) Acido
vanilico, (5) Acido cafeico, (6) Acido p-cumarico, (7) Acido ferdlico, (8) Rutina, (9) Quercitrina, (10)
Acido trans-cindmico, (11) Quercetina, (12) Luteolina, (13) Apigenina.

A Tabela 7 apresenta as concentracfes dos compostos fendlicos nas espécie
J. gossypiifolia determinadas por UHPLC-ESI-MS/MS. Os extratos analisados foram
infusdo das folhas e extrato hidroetandlico das folhas e frutos, respectivamente.
Valores sd0 expressos em pg-g™ de planta seguido pelo desvio padrdo em relacéo a

concentragao (n=3).
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Tabela 7 - Concentragbes dos compostos fendlicos em J. gossypiifolia
determinadas por UHPLC-ESI-MS/MS usando infusdo e extrato
hidroetandlico (EHE). Valores sdo expressos em pg-g> de planta
seguido pelo desvio padréo em relacéo a concentracdo (n=3)

Infuséo (folhas) EHE (folhas) EHE(frutos)
Composto
12 safra 22 safra 12 safra 22 safra 32 safra 3?2 safra
Acido galico 0,4+0,2 n.d. n.d. n.d. n.d. 11,2+0,8
Acido clorogénico n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,3+0,6
(+)-catequina 402,6 +229 275+1,1 78,1+2,7 21,9+0,6 3609+ 3,2 458 +2
Acido vanilico 6,4+1,2 159+20 24+0,3 1,2£0,2 6,4+0,9 22,2+0,4
Acido cafeico 52+0,5 n.d. 34+£0,1 16+0,04 6,6£0,3 34+04
6-hidroxicumarina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Acido p-cumarico 117,8+7,3 28,6£0,7 925+40 263+0,3 896+0,9 3,6+0,3
Acido ferulico 505+13 32+03 272+04 6501 395%0,2 9,1+0,1
Rutina 8,9+0,3 1,1+0,2 46+0,1 0,2%£0,1 1,4+£0,2 3,3%£0,2
4-Hidroxicumarina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Acido rosmarinico n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercitrina 1,0+0,1 04+0,1 0,7x002 0,2+0,010 1,3+0,02 0,3+0,01
Miricetina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Fisetina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Resveratrol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3-acetilcumarina n.d. n.d. n.d. n.d. 28,1+1,6 -
Acido trans-cinamico 15,7 +0,5 n.d. 6,8+02 19+01 45+0,1 1,8+0,3
Quercetina n.d. n.d. 16+02 10+0,1 16,4+0,7 0,7+0,2
Luteolina 9,7+0,3 149 04 809+3,7 134+04 81,1%x18 57+0,1
Apigenina 2,2+0,2 56+02 70zx02 69+02 323+1,0 0,6+0,1
Canferol n.d. n.d. n.d. 12+0,2 10,7+1,3 n.d.
3,6-dihidroxiflavona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Crisina n.d. n.d. n.d. 0,1+0,05 n.d. n.d.
Galangina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

nd = nao detectado.

A apigenina ja havia sido encontrada em extratos etandlicos de caules e
folhas de J. gossypiifolia (MARIZ et al., 2010; SABANDAR et al.,, 2013). O &cido

ferdlico foi encontrado nas suas raizes, apos extracdo com acetato de etila (MARIZ

et al., 2010).

Para os outros compostos fendélicos analisados nao foram encontrados dados

sobre a presenca na espécie estudada. Até onde sabemos, os dados aqui

publicados revelam-se sem precedentes na literatura.
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4.3 ANALISE DOS COMPOSTOS TRITERPENICOS

O meétodo cromatogréfico foi desenvolvido por Gobbo e colaboradores (2016),
tendo por objetivo a determinacdo e quantificacdo dos constituintes terpénicos da
espécie em estudo.

Os terpenos sé&o os principais compostos isolados do género Jatropha e
também de diferentes partes de J. gossypiifolia. Pertencem a uma classe de
metabolitos secundarios e estdo amplamente presentes no reino vegetal,
especialmente em plantas que possuem abundante clorofila (GOBBO et al., 2016).

O extrato hidroetanodlico das folhas de J. gossypiifolia (primeira e segunda
safras) foi analisado, por UHPLC-APPI-MS/MS em modo de monitoramento de
reacdes multiplas (MRM), para a triagem dos compostos triterpénicos (figura 36 e
37).

Figura 36 — Cromatograma obtido para a andlise do extato etandlico das folhas de
J. gossypiifolia (12 safra) por UHPLC-APPI-MS/MS em modo MRM
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Coluna: Zorbax SB C18 2,1x50 mm(1,8um). Gradiente de eluicdo da fase movel: acetonitrila/agua
70:30) por 3,5 minutos e 100% de acetonitrila apés 4,0 minutos de corrida. O fluxo foi de 0,6 mL.min"

durante os primeiros 3,5 minutos e foi aumentado a um maximo de 0,8 mL.min™ em 4 minutos,
guando manteve-se esta taxa até o final da corrida de 8,5 minutos. Compostos Triterpénicos
identificados: (1) lupeol, (2) B-amirina, (3) a- amirina.
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Figura 37 — Cromatograma obtido para a analise do extato etandlico das folhas de
J. gossypiifolia (22 safra) por UHPLC-APPI-MS/MS em modo MRM
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Compostos Triterpénicos identificados: (1) lupeol, (2) B-amirina, (3) a- amirina.

Os resultados apresentados indicam a presenca de trés compostos
triterpénicos (a-amirina, B-amirina e lupeol) que podem ser vistos no Tabela 8. As
espécies, a-amirina, B-amirina e lupeol sdo compostos amplamente encontrados em
plantas medicinais de acordo com a literatura (HERNANDEZ-VAZQUEZ et al.,
2012).

Tabela 8 — Concentragbes de compostos triterpénicos em J. gossypiifolia
determinadas por UHPLC-APPI-MS/MS usando EHE das folhas.
Valores s&o expressos em pug-g™ de planta seguido pelo desvio padréo
em relacdo a concentracao (n=3)

(continua)
Composto EHE
12 safra 22 safra
Acido arjanico nd nd
Acido maslinico nd nd
Acido betulinico nd nd
Acido ursélico nd nd
a-amirina 470,9 £2,3 1267,8 £3,6
B-amirina 209,5+4,9 196,9 £5,4

Campesterol nd nd
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(concluséo)

Eritrodiol nd nd
Estgmasterol nd nd
Friedelina nd nd
Lupeol 5,0 £4,8 46,6 £3,4
Sitosterol Nd nd

nd=nao determinado.

A a-amirina ja foi encontrada nas folhas de J. gaumeri (SABANDAR et al.,
2013). A B-amirina foi encontrada nas sementes de J. gossypiifolia, folhas de
J. gaumeri e no caule de J. curcas (MARIZ et al., 2010; SABANDAR et al., 2013). O
B-sitosterol ja foi encontrado nas sementes e caule de J. gossypifolia (MARIZ et al.,
2010).

4.4 VARIACAO SAZONAL DA COMPOSICAO QUIMICA

J. gossypiifolia é comumente encontrada vegetando em varios estados
brasileiros e em areas semiaridas se revestem de elevada importancia pelas
possibilidades de facil cultivo, adaptacédo a solos pouco férteis, degradados e pela
tolerancia a seca (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002). As amostras analisadas séo
oriundas da regido amazonica brasileira, a qual se caracteriza por possuir duas
estacBes do ano bem definidas, regime climatico com elevadas temperaturas anuais
e regime pluviométrico marcado pela ocorréncia de duas estacdes: verdo chuvoso
e inverno seco.

Como pode ser visto na Figura 38, a segunda safra, a qual refere-se a
estacdo chuvosa, apresentou menor quantidade de todas substancias fendlicas
analisadas nos extratos hidroetandlicos. Estes resultados, comprovam que a
variacdo sazonal tem influéncia direta e significativa sobre a quantidade dos

compostos nesta espécie vegetal.
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Figura 38 — Perfil da concentracdo dos compostos fendlicos determinados por
UHPLC-ESI-MS/MS utilizando EHE das folhas de trés diferentes
coletas da J. gossypiifolia. Os valores sdo dados em pg g* de EHE
seco
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Os metabdlitos secundarios representam a interface quimica entre as plantas
e 0 ambiente circundante, o que torna sua biossintese frequentemente afetada por
condicdes ambientais. A taxa de producdo de metabdlitos secundarios pode ser
coordenada ou alterada por diversos fatores, sendo que 0s principais sdo genéticos,
sazonalidade, ritmo circadiano, estadios de desenvolvimento, temperatura,
disponibilidade hidrica (indice pluviométrico) e de nutrientes, radiacdo ultravioleta,
altitude, poluicdo atmosférica, indugcdo por estimulos mecénicos ou ataque de
patégenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A época do ano de coleta do material vegetal € um dos fatores de maior
importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos
constituintes ativos ndo é constante durante o ano e influencia no rendimento,
composicdo quimica e teor dos compostos produzidos (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

A variacdo nos teores dos compostos fenolicos de J. gossypiifolia pode ser

explicada pela fenologia da espécie. A idade e o estadio de desenvolvimento da
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planta podem promover variacdes tanto no teor, como na composi¢do quimica
destes compostos, sendo que tecidos mais velhos geralmente possuem menor taxa
biossintética de metabdlitos, como & o caso dos acidos fendlicos e flavonoides.
Outro fator € que a chuva continua pode resultar na perda de substancias
hidrossolulveis das folhas por lixiviagdo (HARTMANN, 1996).

Entretanto, os compostos terpénicos a-amirina e lupeol apresentaram-se em
maior quantidade na segunda safra, que corresponde a época de chuva. Esta
variagdo dos compostos terpénicos identificados na espécie Jatropha gossypifolia L.,

nas duas diferentes safras, pode ser visualizada na Figura 39.

Figura 39 — Variacdo dos compostos terpénicos quantificados por UHPLC-APPI-
MS/MS no EHE das folhas de J. gossypiifolia, nas duas diferentes
safras. Os valores sdo dados em pg g™ de EHE seco
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Esta variacdo pode ser decorrente do desenvolvimento foliar e/ou surgimento
de novos o6rgdos, podendo levar a menor concentragdo destes metabolitos por
diluicdo, conseguindo, no entanto, resultar em maior quantidade total, devido ao

aumento de biomassa (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

4.5 DEFINICAO DOS MARCADORES ANALITICOS DA ESPECIE

A determinacdo de marcadores analiticos para espécies vegetais e a

avaliacao do perfil cromatografico destas espécies constituem etapas primordiais no



112

desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos. De acordo com a ANVISA, para o
registro de um novo fitoterapico é exigida a elaboracdo de um relatério técnico do
produto a ser comercializado. Tal relatério deve conter um procedimento para o
controle de qualidade do material vegetal utilizado e, também, do derivado vegetal
produzido e do medicamento acabado. Por sua vez, dentre os itens que devem
compor esse procedimento de controle de qualidade estdo a analise quantitativa de
marcadores e a obtencédo do perfil cromatografico ou prospeccéo fitoquimica, tanto
da droga vegetal, como do derivado vegetal utilizado e do produto acabado
(ANVISA, 2014).

A atual legislacdo brasileira que regulamenta o registro de medicamentos
fitoterdpicos recomenda que os marcadores controlados tenham correlacdo com o
efeito terapéutico da droga vegetal (marcadores ativos) (ANVISA, 2014). Dessa
forma, a atribuicdo de marcadores analiticos inerentes as espécies vegetais também
atende aos requisitos e exigéncias da legislagcéo federal.

Ainda de acordo com a legislacdo, como complementacdo ao registro dos
medicamentos fitoterapicos, a eficiéncia dos produtos acabados deve ser constatada
por meio da tradicionalidade do uso das espécies vegetais para determinada
finalidade, critério esse a ser comprovado por meio de estudos etnofarmacoldgicos

ou etno-orientados.

4.6 ATIVIDADE FARMACOLOGICA DOS COMPOSTOS ENCONTRADOS NA
ESPECIE

E de interesse comum, o conhecimento sobre 0s compostos quimicos
presentes na espécie J. gossypiifolia, em suas diferentes partes, como folhas e
frutos, considerando os diversos usos deste género. Particularmente em relagdo ao
consumo desta planta pelas comunidades tradicionais e por ser potencial na
produgéo, por exemplo, de ervas medicinais. A Tabela 9 apresenta, de todos o0s
compostos analisados, aqueles que foram identificados e quantificados na espécie

J. gossypiifolia, suas respectivas classes quimicas e atividades farmacolégicas.
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Tabela 9 — Atividade farmacoldgica dos compostos encontrados

Classificagdo do composto Composto Atividade farmacolégica
L - Anti-helmintico, antibacteriano, anti-inflamatério e
Acido vanilico Y
laxativo.
o S . Antiadenovirus,  antialergénico,  antianafilatico,
Acido Hidroxibenzdico i antiasmatico, antibronquitico, anti-hepatotéxico, anti-
Acido galico inflamatério, antimutagénico, antisséptico,
adstringente, bacteriostatico, broncodilatador,
hepatoprotetor, imunoestimulante e miorelaxante. !
Antiadenoviral, antigripal, antiespasmadico,

Acido caféico antihipercolesterolemiante e fotoprotec;e"lo.l
Alelopético, analgésico, antiplaquetario, antialérgico,
antibacteriano, antiestrogénico, antihepatotéxico,

Acido ferdlico anti-inflamatorio, antimutagénico,  antiviral,

) candidiase, colagogo, colerético, fungicida,
Acido Hidroxicinamico hepatoprotetor, inseticida, fotoprotecdo.*

Alelopético, antioxidante, antihepatotoxico,

Acido p-cumarico . . NPT
antiespasmadico e citotéxico.

Acido trans- cinamico Antibacteriano, antifingico e atividade antitumoral.*

Colagogo, hepatoprotetor, antibacteriano e

Acido clorogénico antioxidante.

Cumarina 3-acetilcumarina Antioxidante e anti-inflamatério.*
N Antialérgico, antibacteriano, antimutagénico,
Apigenina o A P . S
citotoxico, diurético, estrogénico e hipotensivo.
Flavona Luteolina Antibacteriano e anti-inflamatério. *
crisina Antioxidante, anti-inflamatério e ansiolitico.

Anticoagulante, antimutagénico, antioxidante,
Flavanol (+)-catequina bloqueador dos receptores beta-adrenérgicos e
cardiotonicos.*

Anti-histaminico, antimutagénico, antispasmaédico e

Camferol L
colerético.
Quercetina Antianafilatico,  antibacteriano,  antimutagénico,
antioxidante, antiviral, bradicardiaco e citotoxico. *
Flavonol Antibacteriano, antihemorragico, antiherpético, anti-
Quercitrina inflamatdrio, antimutagénico, antillcera, colerético,
diurético e hipoglicemiante.*
Antibacteriano, anticonvulsivante, antidiabetico,
Rutina antihepatotoxico, antiherpético, antihipertensivo,
antimalarico, hipocolesterolemiante, hipotensivo,
inseticida, mutagénico e miorelaxante.’
Alfa-amirina Antinociceptivo e anti-inflamatério.”
. Beta-amirina Antinociceptivo e anti-inflamatério.?
Triterpeno : - . - - < -
Anti-artrite, anti-inflamatério, antimalarico,
Lupeol

antitumoral e hepatoprotetor.3

'DUKE, 2016: >SILVA et al., 2011; *GALLO; SARACHINE, 2009; “GRAVINA et al., 2011.

Os maiores teores dos compostos fendlicos analisados na espécie foram para
catequina, acido p-cumarico e luteolina. A partir destes achados a planta teria um
bom potencial para apresentar as seguintes atividades farmacoldgicas:

anticoagulante, antimutagénico, antioxidante, bloqueador dos receptores
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beta-adrenérgicos, cardiotonicos, alelopatico, antihepatotoxico, antiespasmadico,
citotoxico, antibacteriano e anti-inflamatario.

Na literatura, pode-se salientar que o extrato hidroetandlico de J. gossypiifolia
induziu hipotensédo, por via oral, em ratos normotensos conscientes e atividade
vasorrelaxante (ABREU et al., 2003). Esta atividade pode se dar devido a presenca
de catequina em grande quantidade, a qual exerce atividade bloqueadora dos
receptores beta-adrenérgicos e cardiotbnicos. A apigenina também apresenta efeito
hipotensor. A presenca dos compostos a-amirina, B-amirina e lupeol permite inferir
gue esta espécie pode ser potencial anti-inflamatoria.

A utilizacdo de J. gossypiifolia como planta medicinal demonstra que esta
apresenta um grande potencial como fonte de moléculas bioativas com relevancia
farmacologica. Contudo, é necessario conhecer o0s compostos realmente
importantes e se o isolamento e purificacdo destes podem eliminar os efeitos téxicos
ou reduzir o valor medicinal da espécie, pois s6 desta forma € possivel a utilizacdo
dos mesmos na producdo de medicamentos ou de produtos bioativos naturais para
a sua aplicacdo em medicina alternativa e complementar (FELIX-SILVA et al., 2014).

Por fim, muitos outros analitos ndo abordados neste estudo foram
encontrados nos extratos de J. gossypiifolia a partir da interpretacdo dos fingerprints
obtidos cromatograficamente em modo full scan (Figura 24, 26, 28, 30, 32 e 34).
Alguns destes compostos apresentaram inclusive uma maior intensidade quando
comparado aos analitos estudados, podendo estar associado a uma maior
concentracao e consequente maior relevancia farmacologica.

Assim, fica evidente a necessidade do método de “screening” sem analito-
alvo, associado a estudos de atividades farmacolégicas, permitindo assim

determinar efetivamente os marcadores ativos para esta espécie.

4.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade anti-radicalar foi testada frente ao radical anion superéxido,
hidroxil e peroxil, utilizando infusdo, extrato hidroetandlico e fracbes acetato de etila
e butanol, respectivamente. De acordo com os resultados apresentados na Tabela
10, os extratos de J. gossypiifolia apresentaram atividade antioxidante in vitro contra

diferentes espécies reativas de oxigénio em trés niveis de concentragao.


https://phytochem.nal.usda.gov/phytochem/activities/show/552
https://phytochem.nal.usda.gov/phytochem/activities/show/552
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Tabela 10 — Atividade antioxidante dos extratos das folhas de J. gossypiifolia
obtidos pelos métodos de infusdo, maceracao e pelas fragdes obtidas a
partir do EHE: Acetato de etila e butanol, frente aos radicais
superoxido, hidroxil e peroxil

Atividade Antioxidante (%)

Extrato % Radical
Superoéxido Hidroxil Peroxil

0.1 8,4 £3,6 19,9 46,2 84,8 5,8
Infus&o 1,0 66,8 £0,2 56,8 0,7 99,7 +13,9
2,0 22,2 £0,4 11,3 +4,4 38,0 4,8
0.1 90,4 £1,9 96,6 £3,0 51,3 45,2
EHE 1,0 APO 87,3 +4,7 74,7 6,3
2,0 APO 63,1 47,3 83,8 3,3
01 74,2 0,1 72,3 45,1 47,4 £10,3
Acet';{g‘?jget”a 1,0 APO 84,8 18,5 69,2 +13,6
2,0 APO 86,5 £3,1 95,0 +4,4
01 89,7 1,3 53,2 45,3 78,4 +4,5
BFL";‘;??SI 1,0 APO 29,6 16,6 72,4 4,3
2,0 APO 11,8 £1,5 92,0 3,8

APO = atividade pro-oxidante.

A atividade antioxidante observada para as espécies reativas de oxigénio nao
foi igual para todas as amostras, nas diferentes concentragdes, uma vez que estes
radicais tém o tempo de meia-vida e potencial de reducdes diferentes entre si, e
diferentes concentragcbes dos extratos significam alteragbes na concentragdo de
espécies antioxidantes encontradas na planta. A determinacdo quantitativa por
UHPLC-ESI-MS/MS mostrou que 0s 0s principais constituintes desta planta, séo os
antioxidantes: flavonoéides e compostos fenolicos.

Os extratos obtidos por infusédo e maceracdo de J. gossypiifolia apresentam
acido galico, acido ferulico, acido p-cumarico, catequina, quercitrina e luteolina, entre
outros compostos fenodlicos (Tabela 7), que podem estar associados com o0s
resultados da atividade antioxidante frente aos radicais estudados. O potencial
antioxidante mais elevado foi encontrado frente ao radical peroxil, provavelmente por

causa da sua maior estabilidade quando comparado com os outros radicais.
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A infusdo apresentou potencial antioxidante frente todas as espécies de
oxigénio estudadas. Todavia, o extrato hidroetandlico e as fragbes acetato de etila e
butanol apresentaram atividade pré-oxidante frente ao radical superoxido. Isto pode
ser explicado pela propensdo de um flavondide em inibir a propagacao de radicais
livres, regulado pela sua estrutura quimica e efeitos de ressonancia. Varios grupos
hidroxila conferem sobre a molécula significativa atividade antioxidante, quelante e
pré-oxidante (HEIM et al.,, 2002). Neste contexto, observou-se que a atividade
pro-oxidante frente ao radical superoxido foi para as fragdes de maior concentracao
(1,0 e 2,0% m/v). Mostrando ser diretamente proporcional ao niumero de grupos
hidroxila dos flavonoides encontrados nesses extratos.

Assim, altas concentracdes de flavondides e compostos fenodlicos podem
apresentar atividade pro-oxidante in vitro (CAO et al., 1997). Desta forma, sugere-se
um estudo de toxicidade destes extratos em diferentes concentracbes para uma

melhor compreenséo dos efeitos de J. gossypiifolia in vitro e in vivo.

4.8 TESTE DE TOXICIDADE ORAL AGUDA

N&o foram observados sinais de toxicidade, assim como mudancas
comportamentais, alteracbes na ingestdo alimentar e modificagcbes no ganho de
peso corporal em ratos de ambos 0s sexos.

A avaliacdo da toxicidade oral aguda em ratos machos e fémeas, depois da
administracdo de 2000mg/Kg de J. gossypiifolia, ndo demostrou mortalidade. Em
acordo com a determinacdo da OECD 423, o EHE das folhas de J. gossypiifolia
deveria estar incluido na categoria 5 e com DLsg estimada entre 2000-5000mg/Kg, a
gual é caracterizada como de baixa toxicidade.

A dose de 2000mg/Kg é cerca de 8 vezes maior que a maior dose
experimental hipotensora nos estudos de Abreu e colaboradores (2003), que foi de
250 mg/Kg, sugerindo uma possivel indicacdo da relativa seguranca de
administracao a curto prazo da planta.

Em estudos anteriores MARIZ (2007) constatou que o extrato etandlico de
J. gossypiifolia foi letal apenas para alguns animais machos e nas duas maiores
doses empregadas: 4,0 g/Kg e 5 g/Kg, o que estd bem acima do limite de testagem
para a DLsg estabelecido como 2,0 g/Kg, segundo a maioria dos autores.
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Em conformidade, Gasperi-Campani e colaboradores (1980), verificaram que
0 extrato etéreo de sementes de J. gossypiifolia apresentou baixa toxicidade
demonstrada pela fraca inibicdo da sintese protéica em reticulocitos de coelho.
Neste aspecto, outros estudos de avaliagao de toxicidade in vitro, usando-se larva de
camardo (Artemia salina Leach) e testando extratos de 41 espécies de
Euforbiaceas, evidenciaram que o0s extratos etandlico e metandlico de
J. gossypiifolia apresentaram baixa toxicidade indicada por uma concentracao letal
mediana (CL50) superior a 1.000 pg/mL, para a referida espécie animal (AWACHIE;
UGNU, 1997).

N&o foram observadas alteraces bioguimicas estatisticamente significativas
(p>0,05, ANOVA) para os niveis de colesterol total, ureia (machos), creatinina,
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) (fémeas), nos
animais tratados, em relacdo ao grupo controle, conforme demonstrado na
Tabela 11.

Tabela 11 — Parametros bioquimicos obtidos de soro de ratos Wistar, tratados com
EHE de J. gossypiifolia (2000 mg/Kg) por via oral

Grupo de estudo

Sexo Parametro de l?(lecitréiscia*
Controle 2000 mg/kg

Glicose (mg/dL) 192,02+57,52 212,46+42,26 72-193
Colesterol total (mg/dL) 69,00 + 5,72 65,50 + 8,11 45-76

Macho Uréia (mg/dL) 53,40 6,70 56,40 + 3,59 26-58
Creatinina (mg/dL) 0,50 + 0,06 0,52 + 0,04 0,24-1,20
AST (U/L) 69,05 + 5,83 73,32 +9,45 61-210
ALT (U/L) 44,33 £ 2,65 58,00 + 7,34 38-82
Glicose (mg/dL) 195,40+40,77 214,92+44,59 53-172
Colesterol total (mg/dL) 72,16 +5,23 75,66 + 4,92 54-96

Fémes Uréia (mg/dL) 51,01 +5,10 52,36 +8,14 24-49
Creatinina (mg/dL) 0,50 + 0,00 0,51 +0,04 0,28-1,10
AST (U/L) 70,46 £ 3,70 68,97 £ 9,26 51-211
ALT (U/L) 43,83 +2,72 46,00 £ 6,78 32-63

*Valores de referéncia de acordo com MELO et al., 2012.

Apenas a ALT sofreu alteracao (31%), estatisticamente significativa (p<0,05,

ANOVA) em ratos machos tratados (58,00 + 7,34) com o extrato hidroetandlico da
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planta quando comparado ao grupo controle (44,33 = 2,65), porém os valores
encontraram-se dentro da faixa de referéncia (38-82), 0 que nao tem relevancia em
termos clinicos.

Os valores de glicose situaram-se 0,51% abaixo do valor maximo de
referéncia (72-193) para machos controle (192,02+57,52) e 13,6% acima do valor de
referéncia (53-172) para as fémeas controle (195,40+40,77). Isto pode ocorrer
devido a fatores extrinsecos ou intrinsecos, dependendo das condi¢cdes a que 0s
animais sdo submetidos. Aumento nos niveis sanguineos de glicose, para ambos 0s
sexos, ndo podem ser justificados pela acdo do extrato, pois os controles ja tinham
esses valores alterados. Mesmo assim, n&do houve diferenga estatisticamente
significativa entre o grupo tratado e o controle, pois o desvio padrao foi relativamente
alto para ambos e mostrou néo ter importancia clinica, uma vez que encontram-se
dentro da faixa de referéncia, segundo Melo e colaboradores (2012).

Os niveis de uréia para as fémeas, tanto controle (51,01+5,10) como tratadas
(52,36+8,14) estavam aumentados 4,1% e 6,85%, respectivamente. N&o
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si e sem relevancia
clinica, considerando-se o desvio padrdo, os valores encontraram-se dentro da faixa
de referéncia (24-49).

Para Mariz (2007), ratos machos tratados com a maior dose (5g/Kg) do
extrato hidroetandlico de J. gossypiifolia, apresentaram sensibilidade ao tratamento
oral agudo, sofrendo alteracdes bioquimicas e hematoldgicas significativas. Os
valores encontrados para Uréia e Creatinina estavam dentro da normalidade. Porém,
em outro estudo desta espécie, foi constatado que a hipouremia, pode ser
relacionada ao dano hepético grave e geralmente é associada com a dosagem de
creatinina (prova de funcéo renal). Assim, evidenciou-se uma elevacao da creatinina
de 10% em relacdo a referéncia maxima: 0,6 mg/dL, o que indicou dano renal grave
(MELO-DINIZ, 2000).

ApoOs 14 dias da administracdo de J. gossypiifolia, foram avaliados os
parametros hematolégicos em ratos machos e fémeas. Os valores de hemacias,
hemoglobina, hematdcrito, VCM, CHCM, plaquetas e proteinas plasmaticas nao
mostraram alteracdes significativas quando comparado ao grupo controle, em

ambos os sexos, conforme a Tabela 12.
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Tabela 12 — Parametros hematoldgicos (eritrograma) obtidos do soro de ratos
Wistar, tratados com extrato hidroetandlico de J. gossypiifolia (2000
mg/Kg) por via oral

Grupo de estudo

N Valores de
Sexo Parametro referéncia*
Controle 2000 mg/kg
L, . 6
Hemacias (107/uL) 7,56 +0,49 7,90 +0,56 4,72-10,25
Hemoglobina (g/dL) 13,65 +0,71 14,33 +0,74 10,20-17,80
Hematocrito (%) 42,36 +2,23 44,53 +2,96 23,80-51,90
Macho  “ycp qL) 56,15 +2,22 56,42 +0,93 43,60-52,60
CHCM (g/dL) 32,17 +0,55 32,15 +0,90 31,60-37,80
Plaquetas (10°/uL) 1187,25+211,73 1031,83+156,66 727-1351
Proteinas plamaticas (g/dL) 6.23 £0,29 6.17 £0,26 4,069
Hemacias (10%/uL) 7,28 +0,63 7,73 0,27 5,21-8,83
Hemoglobina (g/dL) 13,21 +0,96 13,80 +0,52 11,10-17,10
Hematdcrito (%) 42,80 +4,04 45,00 +2,24 27,20-48,50
Fémea VCM (fL) 58,87 +1,66 58,25 +1,24 45-56,70
CHCM (g/dL) 30,90 +0,94 30,62 +0,84 30,40-43,90
Plaquetas (10°/uL) 1043,33+198,65 1011,50+232,40 760-1313
Proteinas plasmaticas 6.20 +0,28 6,43 0,26 5,0-7,77

(g/dL)

*Valores de referéncia de acordo com MELO et al., 2012.

O VCM encontrou-se acima do valor maximo de referéncia para animais
controle e tratados, de ambos os sexos. Diante disto, fica evidente que esta
elevacdo ndo ocorreu devido a administragdo do extrato, pois ja havia alteragbes
anteriores ao tratamento. Todavia, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre o grupo tratado e o controle, tampouco importancia clinica, pois os valores
estavam muito proximos da referéncia maxima, segundo Melo e colaboradores
(2012).

Os niveis de leucdcitos totais ndo foram estatisticamente modificados em
ratos machos e fémeas tratados com J. gossypiifolia, quando comparados aos

grupos controle conforme a tabela 13.
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Tabela 13 — Parametros hematoldgicos (leucograma) obtidos do soro de ratos
Wistar, tratados com extrato hidroetandlico de J. gossypiifolia (2000
mg/Kg) por via oral

Grupo de estudo

Sexo Parametro ?;?g%enscgi
Controle 2000 mg/kg

Leucécitos (10°/uL) 8,53 +2,91 9,18+1,64  3,41-13,70
Linfocitos (%) 75,00 £ 10,06 80,83 + 6,30 43,10-93,7

Macho  Neutrdfilos (%) 22,83 +£10,49 15,83+ 6,94 4,0-49,90
Monécitos (%) 1,17 £ 1,47 2,50+ 2,59 1,00-15,20
Eosindfilos (%) 0,66 + 0,82 0,83+0,75 0,00-3,60
Leucdcitos (103/pL) 6,60 + 0,74 7,22+1,19 2,30-9,90
Linfécitos (%) 75,00 + 3,63 81,83+4,11 30,10-95,0

Fémea  Neutrofilos (%) 22,00 +£2,60 15,16+3,86 3,00-46,20
Mondcitos (%) 1,83+0,98 1,00+0,63 1,00-13,50
Eosindfilos (%) 1,17 +0,98 1,83+0,75 0,00-2,00

*Valores de referéncia de acordo com MELO et al., 2012.

Ocorreu uma diferenca significativa (31,1%) nos niveis de neutrofilos, de
fémeas tratadas (15,16+3,86), considerando-se o desvio padrdo, em relacdo ao
grupo controle (22,00 + 2,60), porém estes valores acharam-se dentro da faixa de
referéncia (3,00-46,20) para este parametro. Este fato ndo apontou, portanto, para
um significado clinico.

Rocha e colaboradores (1995) também relataram que o tratamento de ratos
com o extrato hidroetandlico de partes aéreas da planta por 30 dias (avaliacdo
subcrbnica), ndo produziu alteragBes bioquimicas e/ou hematoldgicas significativas
nesses animais.

Entretanto, em outro estudo desta espécie, constatou-se que estes mesmos
parametros hematolégicos avaliados em 14 dias, ap6s o tratamento por via oral

utilizando o extrato em dose Unica, sofreram uma forte redugédo na contagem global

~

de leucocitos (49,1% em relacdo a referéncia minima de 6,8 103/mm3), sem
alteracdes na contagem diferencial, 0 que caracterizou uma leucopenia inespecifica
(MELO-DINIZ, 2000).

Portanto, ndo € possivel afirmar que o extrato hidroetandlico das folhas de
J. gossypiifolia € recomendavel para uso terapéutico, sem antes observar 0s seus

efeitos em uma situacédo de exposicdo prolongada, administrando doses menores e
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avaliadas pela maioria dos estudos experimentais que tém demonstrado alguma

atividade biolégica com relacéo a esta espécie.
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5 CONCLUSAO

Do estudo quimico e bioldgico realizado com a espécie Jatropha gossypiifolia
L. podemos concluir que:

- Os compostos fendlicos de maior concentragdo, tanto nos extraros obtidos
por infusdo e maceracdo, nas trés diferentes coletas de material vegetal,
demonstraram ter eficacia como marcadores analiticos para fins de controle de
qualidade em produtos fitoterapicos.

- Os triterpenos encontrados majoritariamente na espécie estudada foram a a-
amirina, B-amirina e lupeol, sugerindo que a espécie possa apresentar potencial
antiinflamatdério, devido aos compostos de estrutura triterpénica.

- Verificou-se a presenca de catequina como composto majoritario, na
infusdo, demonstrando seu uso popular como hipotensor.

- A espécie apresenta potencial antioxidante, que pode estar relacionada aos
flavondides e acidos fendlicos encontrados, os quais apresentam propriedades
farmacoldgicas comprovadas e podem estar associadas ao uso popular dessa
planta medicinal.

- O estudo da toxicidade oral aguda, demonstrou que o EHE de J.
gossypiifolia ndo ocasionou alteragbes significativas (P>0,05, ANOVA) nos
parametros bioquimicos e hematolégicos em ratos, caracterizando-se como de baixa
toxicidade na dose de 2000 mg/Kg de acordo com a OECD 423 (2001).
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ANEXO A — CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Comissio de Etica no Uso de Animais
da
Universidade Federal de Santa Maria

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "DETERMINAGCAO DA COMPOSICAO QUIMICA E AVALIACAO DA
TOXICIDADE DA Jatropha gossypiifolia L.", protocolada sob o CEUA n? 8011210815, sob a responsabilidade de
Carine Viana Silva e equipe; Juliana Calil Brondani; Rachel de Lima; Rudinei da Silva Silveira; Liliane de
Freitas Bauermann - que envolve a produc¢do, manuteng¢do e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino

- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de
15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) na reunido de 14/01/2016.

We certify that the proposal "DETERMINATION OF CHEMICAL COMPOSITION AND
EVALUATION OF TOXICITY Jatropha gossypiifolia L.", utilizing 36 Heterogenics rats (males
or females), protocol number CEUA 8011210815, under the responsibility of Carine Viana
Silva and team; Juliana Calil Brondani; Rachel de Lima; Rudinei da Silva Silveira; Liliane de
Freitas Bauermann - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July
15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the
Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM) in the meeting of 01/14/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
(Académica)

Vigéncia da Proposta: de 10/2015 a Area: Farmacia Industrial

07/2016

Origem: Biotério

Central UFSM Espécie: sexo: Machos ou idade: 7 a7 semanas N:

Linhagem: Wistar Peso: 200a250 g
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Resumo: Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos remotos. As
observacdes populares sobre o uso de plantas medicinais contribuem para a sugestdo dos efeitos
medicinais e a utilizacdo desses para estudos farmacoldgicos e quimicos. Jatropha gossypiifolia
L. tém relatos de uso na medicina popular de varias partes da planta para o tratamento
anticonvulsivante, antidiarreico, anti-hipertensivo, anti-inflamatério, anti-neoplasico, cicatrizante e
diurético. Assim, devido ao vasto uso desta planta, torna-se importante avaliar a toxicidade aguda de
seus extratos, administrada oralmente uma dose Unica de 2000 mg/Kg em ratos machos e
fémeas para observacoes fisicas, comportamentais e testes bioguimicos.

Local do experimento: Biotério do prédio 21

Santa Maria, 24 de janeiro de 2017

Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal Prof. Dr. Denis
Broock Rosemberg Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal de Santa Maria Universidade Federal de
Santa Maria

Avenida Roraima, 1000, Reitoria, 22 andar - CEP 97105-900 Santa
Maria, RS - tel: 55 (55) 3220-9362 / fax: Horario de atendimento:
das 8:30 as 12h e 14h as 17hs : e-mail: ceua.ufsm@gmail.com

CEUA N 8011210815
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Abstract

Thiz work describes the chemmical charactenization of extracts of Jarropha gesnpifolia (Tom
Amazomia regien) concermng the presence of phenolic and tmitsrpenic compounds using a UHPLC-
M5/M5 method. The sudied compmmds belong to the most fequenty found classes in medicinal
plants (imterpenes, flavonoids, flavenes, hydrowycinnamic acids, coumanns, catechins and
stilbenes), which have been analyzed as chemical and bicactive markers in infnsion and
hydroethanolic extracts. Several pelyphenolic compounds identified hersin are unprecedeanted in the
scientific literatore for this species. The chemical markers identified and quantified in T
gosnpblio were gallic acid, chlorogenic acid, catechin, caffeic add venillic acid p-coumanc
acid, femllic acid, mein, quercimin, 3-acetylcowmsrin, fravns-cinnamic acid, guescetin, hiteclin,
apizenin kaempfercl, chrysin. c-amymin f-amyTin and lupecl As the major compounds, (+)-
catechin p-cowmaric acid. ferulic acid. Inteclin, e-anmyTin and f-antyTin were found o be present at
mg kg levels. J gosoypilfeliz extracts presented high in virrp activity against bydroxyl, peroxyl,

and superoxide anion radicals.

Keywords: Joropha gosppijblic L., UHPLC-MSMS, Pheoolic compounds, Trfespemic

componnds.
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1 Infroduction

Traditional medicine (T is an important and often imderestimated part of health services.
In some couniries, mclnding Brazl, Tadifional medicine or non-~comventonzl medicine may be
termed complermentary medicine T has a long history of use in health maintenance and in diseass
prevenidon and ireatment, parficularly for chromic diseases. Acceesding fo the World Health
Organization (WHO) Traditional Medicine Smategy 2014-2023, policies and regulations to promote
the safe and effective nse of Traditional and complementary medicine (T&CM) prodocts have
inrreased all over the world (WHO 2013).

Harbs are nsed throughowt the world and their use is on the riss, with awvailable data
suggesing that the T&CM products market is substantal. However. the diversity of regulatory
categaries for T&CM products makes it diffiouls to assess the zize of the market with amy degree of
aocwmacy. For example, the output of Chinese materta medica was estimated to amonnt fo TI5583.1
billicn im 2012, ammial expendinoe oo T in the Bepublic of Forea was TU557.4 billion in 2009,
and oui-of-packet spending for namral products in the United States reached 1755148 billion in
2008 (WHO2013).

The geme= Jaropha belongs o the Euphorbiaceas and comprizes abowt 200 species which
are dizmibuted mainty in the wopical and mabropical regions of Americas and Africa (Zhang et al.
2009). Species from thiz zenus are popularly uzed to oure stomachache, toothache, swelling,
nflammation, leprosy. dysentery, dyscrasia vertigo, anemia, disbetes, a5 we'” s o meat HI'WV and
tumers, ophthalmia, rngworm, ulcers, malaria, skin diseases, bronchitis, and asthma and as an
aphrodisiac (Sabandar etal. 2013).

Jaropha gosoypijfelia Linnews i popularty known worldwide as “bellyache bush”™ or “black
physicoi”. InBrazl it i known by vanous popular names, the most commoen of which are

“pichdo-rows,”  “pifie-roxo,”  “pedo-rowe.” “batafa-de-ten”  “erva-purgante”  “jalapdo.”

i
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“mameninha " “raiz-de-teii,” “pedc-cuzador.” “pede-pajé.” “pidc-caboclo.” and “pido-preto,”. J
Fosnpiifblia is 2 small shrub with dark gresn or mose frequently porplish-red dark leaves, with a
length of 16-19 cm and a width of 10129 cm; they are alternate, palmate, and pubescent, with an
aouminzaie apex, cordate base, and semated margin The flowers are umsesmal, puple, and
Cymaose sEnmits, with the calyx having five petzls; in male flowers, these may form 3 petaloid tube.
The fruit is capsular, with three furmows, containing a dark seed with black spots (Felix-Silva ef al.
2014). Fegarding its phytochemical constimbon. alkaleid. stercids, saponin, lignan, fanmin,
phenclic compounds, flavonoid curcin, miterpenes, diterpens, jacophone, jaoopholones A and B,
Jatrophatrione, apigenin, and cyclogossine A have been reported in different extracts fom different
parts of this plant (Ehyade & Vaikes 2011, Apa et al 2013, Falix-Silva et al. 2014, Saind e al
2015).

T gornypiffelia i= applied for the trestment of various types of disorders m T&ECWM. Several
uses are described for different parts (leaves. stems, roots. seeds. and latex) and preparations
{infusion, decoction, and maceration, amoens athers) based on this plant, via different romtes (oral or
topical) (Felix-Silva efal 2014). The leaves of the plant are tradifionally topically applied fo batls,
carbuncles. eczema, itches and veneral dizeases. Crally, the most frequent repons concsm its wse as
an anfibypertensive, and-inflammatory, analgesic. anfipyTedc, aninucrobial emedic, purzatve,
anti-anentic, anfdizbetic, and anti-hemorrhagic (Sabandar et al. 2013). To esablish itz waditional
nses, I gosnpifoiis has been investizated for its anfbypertensive, ant-allergic, mollnscicidal
larvicidal, antimicrokbial, anti-inflammatory. antioxidant, and-neoplasic, co.- _ating, and  ang-
coagulating activities {inchiding various types of extracts from different parts of the plant) (Apu et
al 2013, Félix-Silva stal 20143

I gossypijfrliaz is mchided in the MNational List of Medicinal Plants of Interest to the
Erazilian Public Haalth System (Felagdo Nacionz] de Plantas Medicinziz de Interesse ao Sistema

Unico de Satde — REMISUS). In February 2009, the Bragilizn Health Ministry published the

4
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relation that contain: 71 medicinal plants with the potential to generate pharmacentical products of
interest in Brazilian public health Therefore, this smdy was camied out aiming to define the activity
of I posppifolia exmacts apainst different owyzen free radical and gquantfy 24 phenolic
componnds and 12 miterpenic compounds by THPLC-MS5/MS methods. The smdied compounnds
belong to the most frequently found classes in medicinal plants (terpenics, flavonoids, flavones,
hydroxycinnamic acids, coumanns, catechin: and stilbenes), which have been analyzed as chemical

and bioactive markers in exmacts.

1 Material and methods

1.1 Instromentation, reagents and solutions

An Agilent 1260 Infinity UHPLC-MS chromatograph (Sapnia Clara, CA, United Siates) with
automatic mjecion and an Agilent $430 mipls quadmipole mass specmometer were used High
purity nifrogen (99 00075) obained from Linde (Mumich, Gemmany) was used as the zas to indore a
collizion at the ESI soarce and as the drying za=. A Forbex 5B-C18 Fapid Fesolution HD column
(2.1 = 50 mm, 1.8 pm Agilent) was nsed at 3 emperaure of 45%C_ Umapure water was obzined
from a Milli-Q Synergy UV (verck Millipore, Darmstadt, Germany) system. Acetonimile and
methano] were of Chromasolv LC-M5 mrade and supplied by Sipma-Aldrich (5t Lowuds, MO,
United States). Acetic acid was obtained from Sigma-Aldrich (5t Lowds, TT5. )

The standards (+)~catechin, 3-acery]l commarin, 3, §-diydrowyflavome, 4-hydrowycoumarnn, -
hydroxyronmarnin, apigemin, chlorogenic acid, chrysin, fisetin, galanging, gallic acid, kasmpfersl
hitealin, nryTiceting p-coumarnc acid, querceting querciming rawr-resveramael. rosmarinic acid, mitin,
mrams-cinmamic acid and vanillic acid were obtained fom 5igma-Aldrch (5t Louis, MO, USA).

Caffeic and ferulic acids were obtaned from Fluka Analytical (Buchs, Switzerland). All standards

5
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ware of analytical grade with a nunimmn of 95%: purity, and were used a3 received. Stock solutions
of the phenolic standards {1000 mg L) were prepared by dissolution of appropriate amounts of
substances in LC-M5 srads methanol

The miterpencids: afunic acid, maslinic acid, bemlinic acid, wrsolic acid, erythrodiol. lupeal, f-
amyTin, a-annyTin, fiedelin, sitosterol. stipmasteral and campesteral were purchased from Fluka and
Sigma-Aldrich (5t. Lowis, MO, United Sfates). The standard solutions of sach witerpenic compound
as well the mixhires were prepared in acetomitrils as fallows: 1000 mg L for maslinic acid, arjumic
acid, f-amyrin, g-amyrin, and erythrodiol; 985 mg L™ for ursolic acid: 125 mp L™ for campesteral;
196 mg L' for betalinic acid: 378 mg L for sitosteral; 355 mg L for lupeol; 481 mg L' for
stigmasteral; and 500 mg L™ for friedslin

All zolntgons were stored in amber glazs vessels at -30 °C until use. Working sohifions of the
smidied phenclic and terpenic compounds were prepared by dilution of the stock solutions in the
respeciive solvents.

For the evalnation of anticxidant activity. carbon dicwide (99 0% purity) was purchased from
White and Martins®. Sodium hydroxide, xanthine oxidase (300D 250N, hypoxanthine (HP3D),
nitre tetrazolinm blue chloride (MBT) were obtained from Sigma-Aldrich DM30 (dimethyl
sulfoxide) was obtained from Isofar® (Rio de Janeito, Braml). Sodivm carbonate was obtained

from Merck. Eihylenediamine tefraacetic acid (EDTA) was obizined fom MNuclesar® (Brazil).

12 Sample collection

Jarapha gozpmifelia L. {deposit n® LTAN 192005) was obtzined from the herbal collection of
the Brazilian agriculfural research corporation Embrapa Amardnia Omental BelemP A Brazil The
species was sourced from the Amaronian region and onlivated in the Horto of medicinal amd

aromatic plants. The geographical location of collection was 19277217 5 latimde and 48°307 147 W

E
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longrmde. The fresh plant species were mamally cleaned for macroscopic particles, dred at 40°C
for 12 b, ground into a fine powder in a laboratory mill, and finally supplied as a dry, powdered
material. Thres harvests were received: (1) August 2013, (2) Jaomary 20135, and (3) September
2015, The dried sample materials were stored in desiccators undsr vaomim at Toom femperanme

nnil their sample preparation for use in HPLC analysis.

13 Sample preparaton

Diry exract of Jarapha gosnpifolia L. was obtzined by maceration at room temperamre (25
*C). Then, 450 g of the dried plant material was maintzined in 70%: (v} ethanol for 7 days with
oocasional agiarion of the maceration bath The solvent was renewed and the procedure was
repeated three times, over a 4-week exraction process. Afier completing the maceration process,
part of the extact was fltered and evaporated under pressure I 3 rofary evaparator to obfain the
crude bydrealcobolic exiract. In this way. the remaining ethanolic exiract was subjected to
smccessive lignid-liquid exractons with chlorofirm, ethyl acetate and n-buznol The resnltng
ethyl acetate and tatancolic liguid exoacts were evaporated mder presure in 3 TOETY SVaPOTator o
obiam dry extacts. These dry exiracts were stored at4%C wntil forther nze.

For the analysis of phenolic compounds, approwimately 0.06 g of each of the dried exmact was
resuspended in 3 ml. of methanol, sonicated untl complete dissolofion, dileted with 12 ml. of
nlirapure water and then acetic acid was added to a final proporion of 0.1%: © 2. Then the
extracts were filtered through hydrophilic PTFE membranes with a 02 pm pore size. The final
extracts obmined were mbmitted to 2 cleamp step using solid phase exracion (SPE). The Strata
C18-E carmidzes (Phenomenes, Tomrance, 1754, 500 mg, 3 ml., were condiioned with § mL. of
MeOH:0. 2% CHCO0H (1:1, v and equilibrated with § mL of 0.1% CHODOH (wiv) in water.

A fizad volmme of 2 ml. of the obtained exracts with a final MeOH:-Ho2O:CH2COOH composition

7
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of 20:80:0.1 (v was percolated with a 2 mL oun' flow rate, followed by washing with 2 ml. of
0.1% CH.COOH. Lastdy, the carmidze was elnted with 2 ml of MeOH. Just before the
chromatographic analysis, the eluate obtained from the SPE procedure was dihuted in a MeOH:0.2%:
CHyCOOH (1:1, wiv) sohrion

For the analysis of miterpenic compounds, approximately 50 mz of the doed extract was
resuspended in 5 mL of 0% acetonsmile in Hs0 (ww) and vortexed for 30 seconds followed by 10
min sopication. This 1% exiract was dilwted 20 times in acefonitrile, fltered through a 0.2 pm PTFE

filter and injected mio the chromatographic system.

TATHPLC-MSMS conditions

241 Chrommiographic analysis ofphenolic componnds

The phenolic compounds were determined by the method previously developed by Faccin et al.
(2014). This method used a gradient elution composed of 0.1% acetic acid in water (A) and
acetonitrile (B) as the mobile phase at a constant flow rate (0.8 ml min™") according to the
following elrticn program: 8.0% B (0.00-0.10 min); 8.0-25.8% B (0.10-3.45 min); 25.3-54.0%: B
(3.45-6.90 min); $4.0-100.0% B (§.90—7.00 min); and 100.0% B (7.00-0.00 min). The injection
volame was § pL. and the injected aliquots were acidified to a final concentration of . 1% acetic
acid (w'v). An slecirospray ionization source (EST) was used to ionize the che. - _topraphic efflnent
zenerated up umsil 7.0 min. The parameters for EST were optimized to give the best response for the
analytes. especially for intensity and signal stability. The spurce and detector final parameters
condions are showm im Table 1. The mass specoomeier operates in the mmltple reaction
momi toring (MEM) mode with a resoloton of §. 7 sz (FIWHM). The quantification transitons were

dividied inte thres temporzl segments of acquisidon and the dwell times for each ransinon was

B
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optimized to 20 ms. The collision energies for each analyte are shown in Table 2, along with the
fransitons monitored by the mass spectoometer and the retention times as weall

After finishing the gradieni program. a post-nm dme of 4.0 min was adopted for Te-
equilibrating the system. The acquired data were analyzed by using the MassHimter Workstation
Software Qualitative Analysis (version BE.07.00, Build 7.0.7024.0, Agilent Technologies, Inc.
2i314). The standard additon method was used to quantify the zamples. The calibration qEves Were
Tomilt with seven equally spaced conceniration levels, in addifion o 3 blaok exiract The data points

of the calibrtion conve were determined in triplicate.

2.4.2 Chromumiographic analyviis g ITierpenic compounds

The triterpenic compoumds were determmined by the methed previously developed by Gobo et
al. (23014). This methed nsed an APPI ion source and toluene as a dopant. The source and detecior
condifons are shown m Table 1. The collizion energies for each miferpenic compound are also
shown in Table 2. which describes the wransitions mendtored by the mass specirometer and the
retenfion rimes 35 well. The determination of miterpenss was performed using 3 sradient elotion that
consisted initally of 7% acetonimile water from  to 3.5 min followed by 3 ramp gradient, which
achieved the end condition of 100%¢ acetonitrile affer 4.0 min. This condition was maintained until
the end of the nan (& min). The flow rate was 0.6 mL min™" during the frsr 4.5 min and was
increased up to 0.8 ml min” at 5 min run. The flow rats was maintained at 0.8 .~ min™ until the
end of the chromatographic min The detection of triterpenic compomnds by GEndem  mass
spectrometry (WM5M5) was carmed out by wsing an amospheric pressure photoionization source
{APPT). The standard addition methed was nsed o quantify the samples.

5
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1 5 Radical scavenging ac tivity

Padical scavenging acuvity against peroxyl radicals was evaluated throwsh ROS
determuimation n samples weated or not with a peroxyl radical generator (Amado et al. 2008
Briefly. a white 26-well microplate was divided imto two regions, where region 1 (background)
comespoads lines A B, C, and D, and region 2 comesponds to the lines E. F, G and H. The first 3
wells in both regions are reserved for the solvent; hers, 10 pL of solvent used for the samples was
added. In the rest of the mictoplate, 10 pL of sample was added in miplicate (three wells) in reFion
1 and region 2. The reaction affer (1275 pL) containing 30 mM HEFES (pH 7.2), 200 mM ECI
and 1| mM MeCl: was added to all plate pools. Then, 7.5 pL of ulrapme water was added in region
1, and 7.5 pL of 2,2-azobis 2 methylpropicnamidine dibydrochloride (ABAFP; 4 mM; Aldrich) in
regiom 2 of the microplate. Afier this step, the micreplate was put info 3 fluorescence microplate
reader (Victor 2, Perkin Elmer), programmed to maintin the temperatme at 37 *C. At this
temperamre, perosyl radicals were produced by the thermal decomposidon of ABAP. Immediately
before the microplate reading, 10 pL of the fwsrescent probe 2°,7" dichloroflnorescein diaceiate
(HXDCE-DAY at a final concentration of 40 uM was added to all wells. Thereafier, the non-
fluorescent compeound H.DCF was oxidized by FIOS to the flucrescent compommd DCF, which is

detected at wavelengths of 488 and 525 nm. for excitation and emission, respectively. The thermal

decompesiton of ABAP and P05 formaton was monitored for 30 min, with readings every 5 muin.

Total flunrescence production was caloulated by intepratng the fluoes  moce wmits (FL7)
dlongz the tme of the measurement, after adjwsting F1T data to 3 second order pehynomial fonction
The results were expressad as area difference of FUU » min in the same zample with and withous
ABAP addifion and standardized to the ROS area withowt ABAP (background area). The relatve

difference between FiOS area with and without ABAP was considered as a measure of anfonidant

10
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capacity. with high area differences meaning low antioxidant capacity, since high flnorsscence
levels were obfzined after addmg ABAP. meanine low ability to nenfralize peroxyl radicals.

Fadical scavenging activity against hydrowyl radical was determined according to the
depuyribese method with some modifications (Zhao ef al. 2004). The soluton of Falls 6H=0 and
ascoriic acid was prepared exchisively with delonized water. Thus, the following reagents were
added to a test tube confaining the plant exmact: 100 pl of 1 mM EDTA, 100 plL of 1 mM
Fells 6H:0, 100 pL of 36 mM deceoynibose, 100 pL of 10 mM HaOs, 100 pL of 1 mM ascorbic
acid and 100 pL of the extract The vohime was made up to 1 ml using phosphate bufer (25 mi,
pH 7.4} The miznre was inoubated for one bowr at 37 °C and reaction stopped by the addidon of 1
ml 10%: michloroacetic acd (wiv) and 1 mL of 1% thicharbitmic add (m'v) in buffer phosphate
{pH 7.4). The tmbe was heated in a water bath for 15 min at 37 °C, removed and cooled. Water was
added (final volume = 5 ml) and the absorbance measwred at 532 nm.

Radical scavenging activify against superowide madical was measwred using the
bypoxanthine zanthine exadaze system (HEMUKOD) following the procedure described by Zhao et
al (2004 with short medifications. Firse, 100 pL of EDTA (30 mmal 17, 100 uL of HPX (3 mmal L-
"y and 200 pL of NBT {142 mmol L") were mixed with 100 uL of plant extract. Afier 3
mirmfes, the wanthine ouidase enryme (.75 unit ml™") was added to initiate the reaction. The
reaction nuixtore was left in the dark for 40 mimites, and quenched with buffer sohadon (0.05 mel T
', pH 7.4) until final vohme =3 mL.. Then, the shsorbance was measured at 360 nm. in an TV-Vis
8453 Hewlett Packard specoophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara. ™ JA). After, a blank
sample was azsessed, which was preparad in the same manmer, ot without the presence of BET,
and was nin with a contrel test containmg all reagents with the solvent employed in the sample.

both as a blank conmol.

i1
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3 Results and discussion

In Brazil, many plants are used for domestic use as medicaments. Several of these plants are
sill umexplored and need to be scientifically investizated for their nse as new dregs. Medicinal
planis represent the greatest sowces of therapeuic agents due to the large souchual dversity of
metabolites prodoced (Fabricant et al. 2001). However, there are phytochernical compounds foand
in just one specie or geans, of i taxonomically related zroups (Mazid et al 20110 T gesppifolic
presents an impor@ans poiential for the genstation of phamacological and'or bictechnological
products, based on popular uses and biological smdies. However, their major bioactive compommds

are not fally exploited up to dare (Felix-Silva atal. 2004

The comcenmadon of secondary metabolites depends on factors such as culavanion
techmiques, cultivar, growing condifions. rpening process, processing and storage. Some factors
may mTease their presence, such as soess, UV radiation, infection by pathogens and parasites,
injuries, air pollntion and exposure o exoeme emperanmes (Barcia et al. 2014, Fockenbach et al.
2011). There are fow smdies applying water as extraction solvent of constiments from T
Fosnypijfelia, e the people use this exiracior when use this plans for medicimal purposes. Thus,
there are few polar compoumds identified as @onins and flavoneids. Mommally, nonpolar sobrents
are used, which, due their features, contribate to the characterization of non-polar compoumds, such
as terpenes. Mone-, di- and miterpenes are widely present in the geons Jatropha (Felix-Silva et al.
2014). This work led a phytochemical sudy considering also the infision a5 an extraction method,
solvent with greater popular use. The chemical composition of infusion was characterized. and
compared with the ethanolic exmact, which is the most frequently applied solvent in scientific
works. This coniribartes fo the identification and quantfication of pelar components m this species.

As plant extracts constimte 3 mishre of moleonles with entively diferent physicochemical

propertes, the use of anabytical tools to allow the idenafication of the main bicactve compomds is
12
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crucial to as5es any information of those properdes as well as to establizh quality conmol parametsrs
(Borges et al. 2007). Ligud chromatography coupled to mass specromery (LC-5) bas excelled
&5 an analytical ool because it is able to provide the lugh selacavity required for analyzing complex
mairices, such as vegeable mamices. Moreover, the use of ultra-high performance LT (UHPLC)
allows an increase in the separation efficiency, while the analysis tmes can be considerably
reduced. Additionally, tandem mass specTomery using wipls quadraopole analyzers is a powarful

quantification teol (Faccm et al 2016).

3.1 Analysis of phenolic compounds

Phenolic compounds hawve great dismbution in living bemgs. both in planfs and
M CroaTEanisms and are among the classes of compounds that have a wide range of stuchmes. The
suctaral element that characterizes them 15 a benzene muclens with at least ome hydrogen
substnmed by 3 hydrowyl, found in the fee form or as part of another fimcton such as, for example,
ether, ester, glycosides. Therefore, these exhibit solubility in water and polar ergamic solventss. The
classes of phenolic compounds addressed m this sdy were some derivatives of benzeic acid and
bydroxycinnamic acid flavencls, flavanols, flavone. coumann and sdlbenes.

The chromatoeraphic methed applied in this study was developed by Faccin et al. (3014),
aimed at the determination and guantification of some of the phenolic constiments of X
Fosppijfblia. The raditional use of this plant is through teas; thms, nfusions v~ . made toehicidate
some of the potentally bioactive compommds to be exmacted in this way. However, in the
hypothesiz that more phenolic compounds could be exractad, sthanolic maceraton was also made,
as described in section 3.3. Since the plant exiracts were not free of phenclic compomds (non-
availability blank samples), and considerable effects of lon suppression were seen by UHFPLC-ESI-

WSS, the quanafi cations were performed by standard addidon methads.

13
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Figure 1A presents the chromatograms obtained for the amalysis of the hydroalcohelic
extract of 1 gosppifelin (first barvest) by UHPLC-EST-MAME in MPM mode. Sixtesn of the
twenty-four phenolic compounds analyzed were identified: gallic acid, chlorogenic acid, catechin,
caffaic acid, vanillic acid. p-commaric acid, femillic acid, mbn, qoercimin, 3-acefylooumann, oravs-
cinnamic acid, querceting boteolin, apigenin, kaempferol, and chrysin. Concenrations of phenclic
compounds in Jafropha gossypifolia L. exiracts determined by UHPLC-MS5/MS are given m Table
EN

Apizenin has already been found in ethanolic exmacts of stems and leaves of T gosnypifolia
{Mfariz et al. 2010, 5abandar et al. 2003). Femlic acdd was found in its roots, after extraction with
ethyl acetate (Mariz of al. 2010). For other phenolic compounds, no data were found in the presence
of the smdied species. To the best of owr kmowledee, the data published bese appear 1o be

nnprecedanted in the literanire.

3.1 Analysis of triterpenic compounds

The main compounds isolated from Jamopha zenus are the terpencids. In fact, many of them
were izplated fom different pars of J gosppijfblia. These compomds belong o a class of
secondary metabolites in plants and are widely present in the plant kingdom, espedally in  plants
that possess abnmdant chlorophyll (Gobbo et al. 2016).

The hydroalcoholic exmacts were analyzed for screening of the smdi: * _iterpenss. Fizume
1B presents the chromatograms obmined from TUHPLC-APPI-MS/MS analysis of the
hydroalcoholic extract of Jatropha gorgpiifelia L (first harvest) by UHPLC-ESI-M5/MS in MPM
mode. The results reporied here mdicate the presence of thres miterpenic compoumds, a-annTin, B~
antyrin and hipeol, which can be z2en in Table 3. These species are compounds that are widely

found in medicinal plants according to the literature (Hemandez-Vazguer etal. 2017). o-anyrin bas

14
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already been found in leaves of T gaumer? (S3bandar et al, 2013). f-annyTin was found in seeds of
T posnypigfelia, 1 gaumert leaves, and in T curcas stems (Mariz et al. 2000, Sabandar ef al. 2013).

p-Sitozterol has already been found in the seeds of J gorppijfolia stems (Manz et al., 2010).

1.3 Seasomal variation of chemical markers analyzed

Jarapha gornpijfoiia L iz commonly found vegetating several Brazilian states; in semi-
ard areas, this is of zreat importance due to Its easy cultvaton adapiation to low ferdlity soils,
degraded soils and drought tolerance (Albuquerque & Andrads 2002). The samples analyzed in this
work came from the Brazglian Amaron region, which is charactenized by climate with hizh anmaal
remperamres and phvicmeric regime marked by the coommence of mvo seasons: rainy summer and
dry winter. Herein, the harvest that refers to the dry season showed less quantity of all phenclic
surstances analyzed. However, the trferpenes o-amyTin and hipeol were sipnificantly higher in that
harvest. Finally, these resnlts confirm that seasonal vanaten has a direct and sizmificant mfluence

on the amount of the compounds in this plant species.

1 4 Badical scavenging activity

Agcording to the results shown in Table 4, T gosppifeiia L extracts presented i vire actvity

activiry observed was not equal for all concentrations and reactve oxygen species. since these
radicals have a half-life time and different potental reductions between them, and different
concenmations of the exmacts lead to changes in the concenration of anficeddant species shown in
the plant. Moreover, the quantitative determinaton of phenolic compounds by TTHPLC-MS/MS has
showm flavoneids and phenolic compoumds to be the main constiments of the plant Infirion  and

1%
URL: http:ffme manuscriptcentral.comfcijf Email: daniele delrio@unipe_it



Against

anz

EXE]

ira

EX-

X

different reactive ouygen species in three concenration levels The radical scavenging

activity observed was not equal for all concentrations and reactive oxygen species, since thaze
radicals have a halflife time and differenmt potendal reductions between them, and different
concentrations of the extracts lead to changes in the concentration of antierddant species shown in
the plant. Moreover, the quantitative determination of phenolic compoumnds by TTHPLC-M5 /S has
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ethanolic extracts of 1 gasnpeghiin L. showed the presence of flavonoids and phenclic acids such
as gallic, ferulic, p-coumaric acid, catechin, quercirin, hateolin and others (Table 3), which could be
azzociated with the results of T gosppepblio L. scavenging activity against supercside, hydroxyl
amd peroxyl radicals. The higher anfiosidant activity was found for the perosyl radical, probably
because of its preater stability when compared to other radicals.

The mfusion presented anboxidant acivity against all oxygen species smedied, whils acetate,
butanolic and sthanolic fractions showed pro-oxidant activity against supsroxide radicals. It could
be explamed by the propensity of a flavoneid to mhibit fres radical-mediated events being povernad
by itz chemical stucmure. Multiple hydroxyl groups confer upen the moleculs substantial
anfigxidant, chelating and pro-osident acavites (Heim et al. 2002). In this comext, the observed
pro-omidant activity against superoxide radical for the fractions i higher concentration (1.0 and
2.0%% wv) is thought to be ditectly proportional to the mumber of hydroxy] groups of the flavonoedds
found in these extracts. Moreover, in higher concentrations. flavonoids and phenolic conpoumnds
could present fm vigre pro-oxidant activity (Cao et al. 1987). In this way, a toxicity smdy of thesa
exracts in different concentrations has been mzgested for better understanding of the effects of J

pornypiffaiia L. extracts in vive and i vitro.

1.5 Pharmacological potential of Jarropha gossypiifolia L

Considermy the diverse uses of the gems Tatropha, knowledge about the chemical compoumds
presant in the species T gorppiiflia, in different parts like leaves and fruits, is of common interast.
This is particularly in relation to the consamption of this plant by reditonal compmnites and for
being potental in the producton. for example, herbal medicines. Table 5 presents the compounds
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1

2

3 a4 amalyzed the compoumds identified and quantfied in the species, their respactive chemical classes,
4

g 402  and pharmacalomical activities,

; 03 Catechin, pcoumaric acid and hateolin were phenolic compounds analyzed with higher levels.
o

apq  From these findings, the plant would have the potential to present the following pharmacological

12 415  acivides: anbcoagulant, ant-mutagenic, andoxidant, beta-adrenarzic recepior blocker, cardiotondc,
ii 406 allelopathic, anti-bepateforic, anbspasmodic, cytotoxic, antibacterial and  anb-inflammatory.

:g 207 It can be highlizhted that the ethanalic exsract of 1. gorsypijfolia L induced oral hypotension in
:: 408 opscious normotensive rats and vasorelasant activity (Abren et al. 2003). This activity may aoour
z apg  due to the presence of catechin in large quantities, which exerts blocking activity of beta-adrenerzic
3 410 recepiors and cardictomic. Apigenin also has 3 bypotensive effect. The presence of a-anrymin
% 411 compounds, f-amyTin and lapecl that could infer that this species can present anti-inflammatory
% 212 potensial

i“il 213 The nse of 1 gocnypigblia as 2 medicina] plant demonsoates thar it has great potental as a
12 414 sowrce of bicactive molecules with pharmacolegical relevance. However, it 15 necessary to know
% 415  the really important compounds in the pharmacological actions, aspining to the chemical refinement
E 216 of the products to eliminate the evenmal toxic effacts, or which could reduce the medicinal value of
a0 217 the species. In this way. it is possible to use them in the production of drags or nataral bicactive
:ﬁl g1  products for their application in T&CM (Feliz-Sitva eral. 2014).

% 415 Finally, other anabytes not covered by this smdy were found to be pressnt based on the

:g 420 interpretation of the fingerprint: chromatograms obtained by LC-M5M5 in full scan mode from T
:g 421 gosppijfblia exiracts. Some of thess compounds were even more Infense when paralleled to  the

;g 42  smdied analytes, and may be associated with a hizher concentration and consequent zreater

g;! 423  pharmacological relevance.

gg 45 Conclosion

58

53

il i
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Jaropha gosnpijfoiia bas a therapentc potental as a phytomedicne and therefore the
establishment of innovative analytical methods to characterize their active components is cocial to
the fime development of 3 product with chemical markers of its quality. In last years, plans
secondary metabolites with unknowm pharmacological actvities hawve been extensively imvesti zated
&z 3 sowrce of medicinal agents. In thiz work, J gosnpifolia exmacts showed a large number of
chermical constitments, which may be respensible for varous pharmacelogical activites. Several
pohyphenclic compoumds identified herein are imprecedentad in the scientific litersiure for this plant
species. Thus, this plant can be a new source of bloactive molemiles for therapeutic purposes. The
major chemical markers identified and quantified in the sudied exoacts of T gocnpejfolia were (+)-

catechin, p-courmaric acid, fendlic acid, huteolin, a-anmyTin and f-anmyrin atmekg " levels.
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X Figure 1 (A} Chromatograms abtained for the analysis of the ydroalcoholic extract of Jatropha gossypifolia

b | L (first harvest) by UHPLC-ESI-MS/MS in MRM mode. Column: Zorbes S8 C18 2.1x50 mm (1.8 pm].

2 Gradient eluticn with 0.1% acetic add in water {A) and acetonitrile (B) 2= the mobie phase at aconstant

il flow rate (0.8 mL min-1) according ta the following eluticn program: 8.0% B (0.00-0.10 min}; 8.0-25.8% &

3 A R e i A R A
v v v n, S-OnrEam v v n,

8 Apigenin. {B) Chromatograms obtained from UHPLC-APFI-MS/MS analysis of the hydmoakoholic extract of

& Jatropha gossypiffiolia L (irst harvest) in MEM mode. Columin: Zorbax S8 C18 2. 1250 mm (1.8 pm). Mobile

] phase gradient: 70% acetonitrile/water from zero to 3.5 min and 100% acetonitrile after 4.0 min (8 min

=8 run). Flow rate gradient: 0.6 mL min-1 from zera to 4 min and 0.8 mL min-1 after § min run (8 min ).

gil Triterpenic compounds Idﬂ'ltﬂn:IF:ﬁ:rltlTl, [2) B-amyrin, {3} o- amyrin.
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1
2
3
4
5
3 Table 1. Paramsters and conditions of the UHPLC-M5ME analysis of phenolic and triterpenic compoumds_
8
a Paramneter Phemoiic compounds Triterpanic componmEs
ﬁ Waporizer temperatare (“C) - 300
:g Gas temperamre (°C) 250 330
14 Nebulizer (psi) 30 43
= Gas flow (L min™) 11 10
:g Capillary Vol@ge (V) 2400 5500
12 Diopent flow (pL min')y _ 55
i
21
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Table I - Fetention time windows (FTW) and MS5MS parameters of the phenolic and

imiferpenic compounds.
BETW  Fragmenmpr JOMICE Qua:l:i.ﬁcm Confirmation
Componmd (i) on palarity transition’
Phenolic compannals
Gallic acid 024043 104 - 169.0= 1251 (1M -
Chlorogenic acsd 0.61-0094 104 - 35301 =19L.1(5) -
[+}-catechin 0.66-0.82 134 - ROl =451 289.1=203.2(15)
Wanillic acid 0.87-1.13 L) - 167.0= 1522000 1670=123.1(8)
Caffaic acid 0.28-1.10 104 - 179.0=1351010 -
-hypdrotgycoumann 148-177 124 - 161.0=1332(17 161.0=1052(17)
p-coumaric agd 1.70-201 a6 - 163.0=119.1 (%) -
Ferulic acid 140-1.46 Ba - 19301 =1341(9 1931=17B1(T)
Bartin 187343 210 - G091 = 3001 (31) -
4-Hydrowycoumanin 3126354 130 - 151L.0= 117215 -
Eosmarinic acid 3150377 138 - 30 =16100T 3501 =1990(T)
roercifrin 148382 164 - $471=301.1Q17 -
Myricetin 183391 128 - 37.0=150921) 317.0=1T72.8(Q20)
Fisatin 1714407 120 - MB50=1350(15% 2850=163.0015)
trans-Fesweratrol jEr410 124 - N71=1852(13%) 237.1=143.0(13)
3-acetylooumarin 402-431 B0 + 210> 23100(m -
trans-cinnamic acid 416-4 54 o - 1470=1032(5) 1470=77.1(13)
Crusrcetin 437494 124 - WL0=151107 301.0=179.0(15)
Lutealin 4374497 162 - B50=1332Q7W 2850=150L1Q27
Apigenin 5.19-353 134 - 259.0=117.1 29 269.0=149.020)
Eaempferol 525540 164 - IB50=239.02% 2850=117.2(31)
3,§-difprdroxyilavons 5.16-6.51 124 _ 153.1=197002M 253.1=208.0Q21)
Chry=in 5.26-6.84 130 - 1531=143.1 2% 2531=106925)
(Galangin G.60-6.87 154 - 2500=160.1(30n 269.0>= 21020289
2-naphihol (I5) 515540 134 - 143.0= 115.124)
Triterpesc compoumds
Aryumic acid 0440 120 + 4803 =408 901 4893 =4T72.7(10)
Maslimic acid 0847 75 + 4733 =410000 4733 = 14000(8)
EBetalinic acid 1966 a0 + 4394 =303.5(15) 4394=2870(1%)
Ursolic acid 1136 120 + 4304 =203 3200 4394 = 10000200
Enytirodial 3iam 124 + 4254 =273 (20 4254=177.0020
Lupeal 4590 120 + 4001 =1001(32) 409.1:=1372(3%)
ANTYTIn 4.080 120 + 4001 =101 4001 =148.103

E:am}m 7.150 135 + 4001 =1001 % 4091 = 134.9?]%
Friedelin 7.335 1140 + 4001 =1001(32) 409.1:=12311(3%)
Sitosteral 7.778 130 + 3069=1001(32) 3949:=1449(30)
SHzmasteral 7390 B0 + 304.7=1500(33) 3047=1189(33)
Campestral 734 135 + 38281608 (25) 3E28=1330Q2%

Collision enerpy (V) is piven in  brackets.
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Table 3. Concentraticzs of phanokc and tierpenic compounds i Jfarrepha posnpiliois L. sxmact

dstermined by THPLC-MEME. Vahes ars given in pgg | of plant fallewsd by stamdard devistion of

concanfraticn{p=3].
Tnfisi N .

Compomnd Fimet i Phaves Tohaest 1 st
Gallic acid D4=02 nd nd nd nd 11.2=0E
Chlorogesdc acid nd nd nd nd ond 1.3=06
.:—}-m.b;c]:cin 2429 173=011 TB1=x17T 119=046 30931 45E=2
Vanillic acid f4£12 15920 24+03 12=02 6f4x09 12=04
Caffeic acd J2x03 - 34zl lé=0 66=03 34=04
prooumanic acid 1176=73 28607 923540 243=03 BE6=09 36=03
Famulic acid 50513 33=03 2721=04 63=01 30502 91=0l
Eutn BEox03 11=02 46=01 02=01 14=07 33=02
Quarcitiz lo=x01 04=01 07002 2=001 13002 03000
J-acatylooumarin nd nd nd nd 2B1=148
Dk i-onmanr acid 15.7=0% nd EB=02 1Le=01 435=0l
Quercetin nd nd 16=02 L0=21 164=07
Lubgolm 0703 14%=04 B0O=x=3T 134=04 Bl1l=1E
Apizanin 213=02 56202 To=02 £9=02 3I23=10
Easopfarol nd. nd nd 12=02 10713
Chrydn nd. nd nd 0.1=003 ond
u—am:."l:in na. oy 470923 11678336 s .
ﬂ-am_\':h:. na. oA 0o i=40 185 =54 na.
Lupsol na na J0H4E 456234 na. o3

nd =not detecsd: na.= notanalyxed
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1
2
3
4
5
g Table 4. Antioxidant activiny of different extracts of Taropha gozsypiifolia against superoxide, ydroxyl and perowyl radicals.
] - S
a Extmact . Antioxidant Activity (o)
10 r P Free radical
}‘11 Superonide Hydromyl Peronyl
13 0.1 84=34 18042 E43=358
}g Infizica 10 66502 56507 097139
18 a0 2220 4 113 =44 3048
17 0.1 S04=10 6.6 =3.0 51352
b Hydroethanclic 10 POA 873247 747463
i Extract -0 POA 63173 83833
M 0.1 742401 72351 474=10.3
Arstate Fraction 1.0 POA B48=85 02134
a0 BPOA BE5=31 O50=44
0.1 BB T=13 53253 TE4=45
Butanolic Fraction 1.0 BPOA 20.6 =646 TI4=43
a0 BPOA 11815 0LO=38

POA = prooxidant activity
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1
2
3
g Table 5§ - Chemical class and pharmacological activity of compounds isolated from Jerropha gecoypifbiia.
? Chemical class Compound Pharmacelogical activity
g Wanillic acid Anthelmintic, antibacterial, anti-inflammatory and laxative.
2 Hydroxybenzoic Antiadenovims, antallerzenic, anfianaphylactc, anfiasthmatic, antbronchitic. antifln, anthepatotosic,
10 acids Gallic acid antimflammatory, antirmrtagenic, anfiseptic. astringent, bactenstat. bronchodilator, hepatoprotective,
) immimaostimlant and myorelaxans '
}g Caffeic acid Antiadenoviral, angfhu, antispasmodic, aptiboypercholesterolemic and  sunscresn.
14 _-\.Ilelupamc amlgestcl. ANTAFETEFANE, annaJ]m'gv: anl:lbacrernl_ antiesToZEnic, am:ihepatm}:lc_
15 Hydremycinnamic Farulic acid antiinflammatory, antimutagenic, antiviral, candidicide cholagogme, choleretic, fungicide,
1@ acids hepatoprotective, herbicids, insectifuge. sunscreen
i7 p-cowmaric acid | Allelopathic, antibacterial, antiowidant, antihepatotoxic, antispasmodic, and cytotosic.
i3 trans-cinnamc acid | Antimicrobial, anffungal and antiumor activity.”
19 Coumarins 3-acetylcownann | Anfi-owidant and anti-inflammatery actviry
%l Apizeni Antiallergic, anfibacterial, antidermafitic.  anfimmtagenic, cytotomic, dnmetic. estrogenic and
b Flavones Iypotensive. '
= Lutzclin Antibacteria] and anti-inflammatary. '
24 Flavanols {+)-catechin Anticoagulant. antinmitagenic, antioxidant, beta-adrenergic receptor blecker and cardiotonic. |
5 Faempferol Antihistaminic, anfimutagenic, anbspasmodic and cholereric. '
il . Antamaphylactic. antbacterial, antdmezgenic, antouidant.
il Quercetin | - pivviral, bradyrardiac and cytotoxic. !
% Flavanals L Antbacterial, apfiflu, anbhememhagic, antberpenc, anb-mflammatory. antmragenic, antmlcer,
s 2 choleretic. diuretic and hvpoglveemic '
e Antbacterial  anticomvulsant, anfidermatitc.  anbdiabetic.  anthepatotoxic, angherpetic,
2 Fotin anthypertensive, antimalarizl, bypocholesterclemic, hypotensive, msecticide. mragemic and
1 mvorelazant. '
4 o-AMY TN Anrinociceptive and anti-inflammatory properties. ~
28 Triterpenss - amyTin Antinociceptive and anti-inflammatory properties. *
gg Lupeol Anti-arthritis, anti-inflammatory, antimalarial, antitamer, chemopreventive agent, hepatoprotective.
13 "Drake. 2016; “Silva eral. 2011; *Gallo atal. 2000; "Gravina etal 2011; Lakshmi ezal 2012
e
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